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AGE              Prodotti avanzati della glicazione  
AKBA           Acido acetil-11-cheto- β boswellico 
AMD            Degenerazione maculare senile 
ARE               Elemento responsivo antiossidante 
BAs               Acidi boswellici 
BRB              Barriera  emato-retinica 
BSEs             Estratti di boswellia serrata 
CAD             Dominio di transattivazione 
CRA              Arteria retinica centrale 
DME             Edema maculare diabetico 
DR                Retinopatia diabetica 
EBM-2          Terreno di coltura edoteliale basale 2 
EGM-2MV   Mezzo di crescita endoteliale 
ELISA            Enzyme-linked immunoassorbent assay 
FBS                Siero di feto bovino 
FDA              Food and Drug Administration US 
FIH                Fattore inibitore di HIF 
GCL               Strato delle cellule ganglionari 
GFAP            Proteina fibrillare acida della glia 
HIF                Fattore ipossia-inducibile 
HO-1             Eme ossidoreduttasi 
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HRE               Elemento responsivo all’ipossia 
HRMEC        Cellule endoteliali retiniche 
INL               Strato nucleare interno 
IPL                 Strato plessiforme interno 
LNV               Neovascolarizzazione laser-indotta 
LOX-5            5 Lipossigenasi 
MAPK           Chinasi attivata da mitogeno 
NF-KB            Fattore nucleare attivatore della catena legera K delle cellule B 
attivate 
NO                Ossido nitrico 
Nrf-2             Fattore nucleare eritroide-derivato 2 
OD                Densità ottica 
OIR               Retinopatia indotta da ossigeno 
ONL              Strato nucleare esterno 
OPL               Strato plessiforme esterno 
PB                 Tampone fosfato 
 PBS               Tampone fosfato salino 
 PND                 Giorno post-natale   
 QPCR               Quantitatitive polimerase chain   reaction 
RGC-5             Cellule ganglionari retiniche 
ROP                 Retinopatia del prematuro 
RPE                  Cellule dell’endotelio pigmentato 
SE                     Errore standard 
SHP-1               Fosfatasi contenente il dominio della regione di omologia 2 di Src - 1 
SNC                  Sistema nervoso centrale 
SRIF                 Somatostatina 
STAT3              T rasduttore del segnale e attivatore della trascrizione 3 
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STZ                   Streptozotocina 
TNF-α              Fattore di necrosis tumorale α 
TTBS                 Tampone Tween Tris-HCl salino 
VEGF                Fattore di crescita vascolare endoteliale 
VEGFR             Recettore del fattore di crescita vascolare edoteliale 
WST-1              Sali di tetrazolio solubili in acqua 






L’angiogenesi retinica  patologica  è una delle cause maggiori di una classe di 
malattie associate alla retina, le retinopatie proliferative. In malattie come la 
retinopatia del prematuro (ROP), la retinopatia diabetica (DR) o la degenerazione 
maculare senile (AMD), infatti, la neoangiogenesi, derivante dalla peturbazione 
patologica  dell’equilibrio omeostatico dell’organo, porta alla formazione di grovigli 
di vasi aberranti  la cui permeabilità risulta alterata.  L’alterazione della funzionalità 
di questi vasi provoca piccole emorragie che in seguito evolvono in versamenti più 
ampi di essudato nell’ambiente extracellulare  ed emorragie più estese. Mediante 
questo meccanismo, ancora in fase di studio, inizia la cascata di eventi di tipo 
infiammatorio che portano, come ultima conseguenza, al distacco della retina. È 
ormai ben chiaro che il fattore determinante per l’attivita neoangiogenica  anomala 
nella retina sia la sovraespressione del vascular endothelial growth factor (VEGF).  
Fino ad ora, terapie farmacologiche mirate a contenere gli effetti delle retinopatie 
proliferative sono state,in larga parte, mirate al blocco del segnale neoangiogenico 
mediante l’utilizzo di molecole anti-VEGF. Questo tipo di terapie, però ,è limitato da 
una serie di effetti collaterali locali e sistemici che rendono la terapia non ideale. 
Lo studio qui presente si propone di testare l’impiego dell’acido Acetyl-11-keto-β-
boswellico (AKBA) come alternativa nella terapia antiangiogenica. Recentemente è 
stato dimostrato, infatti, che la produzione di VEGF è dipendente dall’attivazione di 
un pathway intracellulare che coinvolge STAT3, fattore di trascrizione che una volta 
fosforilato, in seguito a differenti stimoli come ipossia, dimerizza e, una volta entrato 
nel nucleo, funge da fattore di trascrizione per differenti geni tra cui lo stesso VEGF. 
Le potenzialità antiangiogeniche di AKBA sono state già dimostrate in studi sui 
tumori dove questo agisce attraverso l’attivazione di Src homology region 2 domain-
containing phosphatase 1 (SHP-1), il quale determina la defosforilazione di STAT3 e 
quindi l’inibizione del signaling per la produzione di VEGF. 
La funzionalità di AKBA è stata testata, in questo studio, mediante trattamenti su 
modelli di retinopatia proliferativa in vivo ed in vitro. Trattamento in vivo utilizza il 
modello murino di Oxygen-induced Retinopathy (OIR), mentre il modello in vitro 
comprende la coltura di cellule endoteliali retiniche (HRMEC). L’applicazione del 
modello in vivo permette di testare l’azione del farmaco in un modello vivente 
considerando, dunque, gli effetti dello stesso a livello retinico e sistemico mediante 
somministrazione sottocutanea ed intravitreale di AKBA. Il modello in vitro è 
impiegato per testare l’effetto di AKBA su uno dei target cellulari di questo farmaco 
nella retina. Le analisi sui trattamenti sono condotte mediante western blot, PCR e 
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tecniche di immunoistochimica per gli esperimenti in vivo, mentre sono operati saggi 
di proliferazione, migrazione e formazione di da parte delle HRMEC in vitro. 
I risultati dimostrano come l’azione di AKBA sia in grado di aumentare l’espressione 
di SHP-1 e diminuire i livelli della forma fosforilata di STAT3. In questo modo, 
come ipotizzato, il livello di espressione di VEGF risulta diminuito. L’analisi del 
plesso vascolare superficiale di espianti retinici di topi OIR trattati con AKBA 
dimostra, inoltre, che il blocco del signaling per la produzione di VEGF provoca una 
diminuzione della presenza di grovigli di vasi aberranti. Il trattamento con AKBA 
delle HRMEC riduce la proliferazione, la migrazione e la formazione di tubi indotta 
da VEGF. 
Il presente studio conferma e applica la capacità anti-angiogenica di AKBA 
considerando tale molecola come una possibile alternativa alle terapie anti-VEGF. 
Allo stesso modo, però, si propone, mediante l’impiego di questa molecola, di 
comprendere meglio i meccanismi che stanno alla base della patogenesi di questa 








1.1. Struttura e funzione della retina 
 
La retina è l’organo del sistema visivo che si occupa della trasduzione e di una prima 
elaborazione dei segnali luminosi derivanti dall’ambiente e della trasformazione di 
questi in segnali nervosi che, attraverso il nervo ottico, verranno convogliati, 
dapprima al talamo, e poi alle aree visive della corteccia occipitale. L’elaborazione e 
l’analisi degli impulsi nervosi derivanti dalla funzione recettoriale della retina da 
parte della corteccia danno luogo alla visione.  
 
 
1.1.1. Componente nervosa 
 
La retina, che origina durante lo sviluppo embrionale da un’evaginazione del 
diencefalo, è l’unico componente dell’occhio di origine nervosa. Questa, infatti, 
presenta un’organizzazione strutturale stratificata come alcune componenti del 
sistema nervoso centrale (SNC) come la corteccia e gode di una gerarchia funzionale 
ben precisa per la conduzione del segnale.  
Convenzionalmente, nella retina si riconoscono 6 strati distinti (Fig.1): strato dei 
segmenti esterni dei fotorecettori, strato nucleare esterno (ONL), strato plessiforme 
esterno (OPL), strato nucleare interno (INL), strato plessiforme interno (IPL) e strato 
delle cellule ganglionari (GCL) (Hoon et al., 2014). La luce entra nell’occhio 
attraverso la cornea ed il cristallino e, per rifrazione, viene indirizzata verso il fondo 
dell’occhio dove è situata la retina. L’energia dell’onda elettromagnetica, per via 
della presenza di proteine di membrana contenenti molecole fotosensibili, varia la 
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conduttanza della membrana del segmento esterno dei fotorecettori agli ioni Na+ 
attraverso una inibizione fosfodiesterasi-indotta. Questo si traduce in una 
iperpolarizzazione della membrana del fotorecettore che determina la diminuzione 
del rilascio di neurotrasmettitore verso le cellule bipolari dando il via alla 
trasmissione del segnale. Il sistema formato dalle cellule bipolari ON/OFF e le cellule 
amacrine ed orizzontali (nell’INL), operando una prima integrazione, permette il 
trasferimento del segnale percepito dai fotorecettori alle cellule ganglionari (situate 
nel GCL) che, con i loro assoni, costituiscono il nervo ottico (Wernet et al., 2014).  
I due nervi ottici derivanti dalla retina destra e sinistra decussano parzialmente a 
livello del chiasma ottico per poi proiettare al nucleo dorsale del corpo genicolato 
laterale. La sinapsi con questa struttura del metatalamo costituisce un’ulteriore 
stazione di integrazione e rielaborazione degli impulsi nervosi derivanti dalla retina. 
Dal genicolato laterale fasci di fibre definiti radiazione ottica proiettano verso 
Figura 1.Struttura stratificata della retina. A sinistra, sezione coronale di retina murina con 
marcatura specifica per ogni tipo cellulare della componente nervosa della retina. A destra, 
riproduzione schematica della struttura e dei tipi cellulari specifici per ogni strato della retina. 
Tratto dal sito  http://wonglab.biostr.washington.edu 
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l’corteccia visiva primaria in corrispondenza del lobo occipitale. La radiazione ottica 
può anche dare luogo ad un collegamento diretto tra talamo e motoneuroni spinali 
atto alla genesi di risposte riflesse (Martin and Lee, 2014).  
La funzionalità delle cellule nervose della retina è sostenuta dalla presenza di cellule 
gliali con funzioni di supporto e protezione, le 
cellule di Mϋller. Con il corpo cellulare situato 
nell’INL e processi che si sviluppano 
radialmente nello spessore della retina, le cellule 
di Mϋller si sono rivelate fondamentali per il 
mantenimento dell’omeostasi del microambiente 
retinico (Fig.2). Queste supportano l’azione 
neuronale mediante molteplici meccanismi tra  
quali il supporto metabolico dei neuroni, la 
rimozione dei prodotti di scarto del metabolismo 
neuronale, la regolazione dei livelli di 
neurotrasmettitori nell’ambiente extracellulare 
(Goldman, 2014). Le cellule di Mϋller 
rappresentano inoltre un importante fonte di 
comunicazione omeostatica tra neuroni e 
vascolarizzazione retinica in quella che viene 




1.1.2. Componente vascolare 
 
A causa di una considerevole attività metabolica, la retina necessita di una buona 
irrorazione. Ciò è assicurato da una doppia vascolarizzazione che garantisce l’apporto 
Figura 2. Riproduzione schematica 
dell’orientamento delle cellule di Muller nello 
spessore della retina e della loro relazione con 
le cellule coinvolte nella fototrasduzione. 
Tratto da http://webvision.umh.es 
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di metaboliti e ossigeno e la rimozione dei prodotti di scarto metabolico alle cellule di 
tutti gli strati dell’organo.  
L’organizzazione funzionale dell’irrorazione permette la suddivisione dell’organo in 
retina esterna e retina interna. La retina esterna, corrispondente all’ONL e buona 
parte dell’OPL, è avascolare. Le cellule di questa zona infatti percepiscono nutrienti 
dai vasi coroidali (derivanti dalle arterie post-ciliari e corrispondenti ai vasi della pia 
madre e dell’aracnoide nel resto del SNC) indirettamente a causa della presenza 
dell’epitelio pigmentato e della membrana di Bruch. La fenestrazione dell’endotelio 
di questi vasi permette comunque la diffusione e l’apporto di nutrienti ai fotorecettori. 
La retina interna include i rimanenti strati i quali, invece, sono irrorati dalla 
Figura 3. Comparto vascolare della retina. (A) Riproduzione schematica della struttura vascolare 
della retina. Tratto da http://www.nature.com (B) Struttura e posizionamento della eBRB e della 
iBRB. Tratto da  Kuno et al.2011. 
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vascolarizzazione derivante dall’arteria retinica centrale (“central retinal artery”, 
CRA) che entra a livello del nervo ottico e si arborizza radialmente su tutta la 
superficie dell’organo con capillari che a loro volta vanno a definire un plesso 
superficiale e un plesso più profondo (Fruttiger, 2007). Questa rete vascolare è 
responsabile dell’irrorazione di gran parte della retina e disfunzioni legate ad essa si 
ripercuotono sul funzionamento dell’intero organo (Fig.3°). 
L’endotelio dei vasi insieme ai periciti e alle cellule della glia danno luogo alla 
barriera ematoretinica (“Blood-Retinal Barrier”, BRB). La BRB assicura il 
mantenimento della stabilità del microambiente retinico (Klaassen et al., 2013). È 
possibile individuare nella retina una BRB esterna (eBRB) ed una interna (iBRB). La 
eBRB è rappresentata dall’epitelio pigmentato in intimo contatto con lo strato esterno 
dei fotorecettori internamente e con i vasi coroidali esternamente. Le cellule epiteliali 
di questo tessuto sono legate tra loro mediante giunzioni strette, creando un filtro 
selettivo per il passaggio di nutrienti. La iBRB è composta, invece, dall’endotelio 
capillare della vascolarizzazione retinica, provvisto anch’esso delle medesime 
giunzioni, in stretto rapporto con periciti e glia (Shin et al., 2014) (Fig.3B). 
 
 
1.1.3. Unità neurovascolare 
 
Nella retina come in tutto il sistema nervoso centrale, neuroni, glia e circolazione 
sono in stretto rapporto. Questo assicura un continuo dialogo atto ad ottimizzare 
l’apporto di nutrienti ai neuroni in funzione della loro attività. La continua relazione 
tra questi componenti definisce un’unità funzionale dinamica conosciuta come unità 
neurovascolare (Serlin et al., 2015) (Fig.4). 
La definizione di unità neurovascolare è necessaria per comprendere in complesso i 
meccanismi omeostatici che stanno dietro la fisiologia della retina. L’accoppiamento 
neurovascolare è stato dimostrato nella retina mediante studi sulla relazione tra 
attività nervosa e irrorazione vascolare.  Tali studi hanno dimostrato che l’attività 
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elettrica delle cellule ganglionari è direttamente proporzionale al flusso sanguigno 
nella vascolatura retinica profonda (Riva et al., 2005).  
I meccanismi proposti per giustificare la comunicazione neuro-vascolare riguardano 
il coinvolgimento di diverse molecole. 1) L’ossido nitrico (NO) è prodotto da tutti i 
tipi cellulari della retina e svolge svariate funzioni tra cui la regolazione della 
vasocostrizione periferica, della permeabilità dei vasi o, per i neuroni, della 
produzione e rilascio di neurotrasmettitori. In seguito all’inibizione della produzione 
di NO, è stata dimostrata la perdita della regolazione del flusso nei vasi retinici 
indotta dalla luce (Metea and Newman, 2007). 2) Gran parte dell’iperemia dovuta 
alla comunicazione neurovascolare 
è  dovuta al rilascio di glutammato 
da parte dei neuroni (Lauritzen, 
2005). 3) Molte neurotrofine 
prodotte dai neuroni come segnali di 
sopravvivenza o fattori trofici sono 
state riconosciute come possibili 
fattori trofici anche per alcune 
cellule endoteliali (Ruprecht et al., 
2002). 4) Sicuramente il fattore 
prodotto e rilasciato da neuroni ma 
soprattutto dalla glia in grado di 
influenzare il microcircolo retinico è 
il fattore di crescita vascolare 
endoteliale (“vascular edothelial 
growth factor”, VEGF). Questo è 
infatti in grado di modellare i vasi 
inducendo proliferazione delle cellule endoteliali ma anche in grado di influenzare gli 
scambi capillari promuovendo l’aumento di permeabilità dei vasi (Okabe et al., 
2014).  
Figura 4. Rappresentazione schematica dell'unità 
neurovascolare con i componenti che la 
costituiscono. Sono rappresentati alcuni tra gli  
esempi di comunicazione che probabilmente sono 




1.2. Le Retinopatie 
 
 
1.2.1. Classificazione delle retinopatie 
 
Come descritto nella sezione precedente, la retina presenta una struttura molto 
complessa, complessità che si rispecchia in un meccanismo omeostatico i cui 
molteplici componenti, se alterati o danneggiati in seguito ad insulti di varia natura, 
possono determinare disfunzioni del sistema che nei casi più gravi sfociano in 
malattie, le retinopatie.  
Le disfunzioni retiniche possono avere varie origini tra cui quella autoimmune (corio-
retinopatia Birdshot), quella tumorale (retinoblastoma) ecc. Tra le retinopatie, una 
classe che merita sicuramente attenzione è quella delle retinopatie proliferative 
caratterizzate da neovascolarizzazione anomala e perdita funzionale dell’organo. 
Fanno parte di questa classe malattie come la degenerazione maculare senile (“age-
related macular degeneration”, AMD), la retinopatia del Prematuro (“retinopathy of 
prematurity”, ROP), la retinopatia diabetica (“diabetic retinopathy”, DR) ed altre. 
 Le retinopatie proliferative sono l’attuale causa della stragrande maggioranza dei 
casi di cecità nel mondo. Dati statistici sull’incidenza di alcune tra le retinopatie 
proliferative più comuni dimostrano, infatti, che l’AMD è la causa prevalente di 
cecità in soggetti con età superiore ai 65 anni con un incidenza di 18.08 per 10.000 
persone/anno (Vassilev et al., 2015). La ROP, secondo una stima del Vermont 
Oxford Network Database, presenta un incidenza del 31.8% tra i neonati dipeso 
inferiore a 1,5 Kg (Vermont Oxford Network Database, 2013). La DR, con una 
frequenza di manifestazione di circa il 40% nella popolazione affetta da diabete 
mellito di tipo 1 o 2 (171.000.000 di persone in tutto il mondo), vanta il primato di 
incidenza tra le retinopatie proliferative (Ding and Wong, 2012). 
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 Le retinopatie proliferative sono convenzionalmente classificate, secondo le 
caratteristiche neoangiogeniche della malattia, in retinopatie da neovascolarizzazione 
subretinica o da neovascolarizzazione retinica. La vascolarizzazione subretinica 
prevede una neoangiogenesi di vasi che originano dal plesso capillare profondo della 
retina (proliferazione retinica angiomatosa) o dai capillari coroidali 
(neovascolarizzazione coroidale) che proiettano verso lo spazio subretinico .La 
neoangiogenesi subretinica è caratteristica della fase proliferante dell’AMD 
(Campochiaro, 2013). Le retinopatie da neovascolarizzazione retinica sono 
caratterizzate, invece, dalla formazione di nuovi vasi che, sia dal plesso superficiale 
che da quello profondo, proliferano nello spessore della retina invadendo la superfice 
interna della retina e quella più esterna del vitreo. Questo tipo di 
neovascolarizzazione è caratteristico della DR e della ROP (Campochiaro, 2013). 
 
 
1.2.2. Patogenesi delle retinopatie proliferative  
 
La patogenesi delle retinopatie proliferative è ancora oggi in fase di studio a causa 
della complessità dei meccanismi patofisiologici che caratterizzano queste malattie. 
L’omeostasi retinica è strettamente dipendente dalla cooperazione che si instaura a 
livello dell’unità neurovascolare. Per tale motivo, è facile comprendere come danno 
neuronale e anomalie vascolari, caratteristiche peculiari di tutte le retinopatie, 
possano rompere gli equilibri fisiologici del sistema instaurando uno stato patologico. 
Nella ricerca di un meccanismo che possa giustificare la genesi di queste malattie, 
quindi, è necessario considerare le caratteristiche del comparto vascolare in stretta 







1.2.2.1. Ischemia ed ipossia nella genesi e nello sviluppo delle retinopatie 
 
Il termine ischemia, coniato da Virchow, deriva dal greco iskho (mancanza) e Hàima 
(sangue) ed è riferito ad una condizione patologica in cui non vi è un adeguato 
apporto di sangue ad un tessuto con conseguente disfunzione metabolica delle cellule 
che lo compongono. L’insufficiente irrorazione vascolare può dipendere dalla 
disfunzione generale dell’apparato cardiovascolare per un inadeguato funzionamento 
della pompa cardiaca o shock ipovolemico oppure, molto più spesso, da disfunzioni 
della circolazione locale di un tessuto o di un organo.  
La condizione ischemica determina la deprivazione al tessuto di tre importanti 
requisiti metabolici: ossigeno, substrati metabolici e la rimozione di prodotti di scarto 
metabolico. Questo provoca sofferenza a livello cellulare che se prolungata e 
persistente determina la morte delle cellule (Osborne et al., 2004).  L’ischemia è un 
fattore patogenetico comune a innumerevoli stati patologici di organi come cuore, 
rene o intestino. Un apparato particolarmente sensibile alle variazioni di perfusione 
vascolare è sicuramente il SNC. Questo, infatti, è composto da cellule, i neuroni, la 
cui intensa attività metabolica, di natura per lo più aerobica, è strettamente 
dipendente dall’apporto di ossigeno e metaboliti specifici da parte della circolazione 
(Thompson and Ronaldson, 2014).  
 L’ossigenazione del tessuto, in particolare, è stata riconosciuta come fattore 
indispensabile per la sopravvivenza e la vitalità neuronale (Aksenova et al., 2005).  
La retina, come già descritto nella sezione precedente, è supportata da una doppia 
vascolarizzazione rappresentata dai vasi coroidali e dal letto vascolare della CRA. 
L’ampia irrorazione della retina supporta un metabolismo che è classicamente molto 
esigente (Arden et al., 2005). Le caratteristiche metaboliche rendono la retina 
potenzialmente molto sensibile alle variazioni di irrorazione vascolare soprattutto 
legate alla variazione dell’ossigenazione del tessuto. Nel complesso, è stato 
dimostrato che la retina presenta una resistenza all’ipossia ischemica maggiore 
rispetto ad altre componenti del sistema nervoso centrale dovuta ad una massiccia 
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presenza, soprattutto a livello dei fotorecettori, di neuroglobina, una proteina 
strutturalmente e funzionalmente correlata alla mioglobina (Schmidt et al., 2003); 
quando, però,  le esigenze metaboliche di questo organo, in condizioni di ipossia 
prolungata come nel caso di malattie croniche o disfunzioni cardiovascolari 
perdurevoli, superano la capacità di resistenza a tali condizioni, si ha l’insorgenza 
della malattia retinica. Per tale motivo, l’ipossia potrebbe rappresentare il blocco di 
partenza comune di tutte le retinopatie proliferative a causa del quale verrebbero 
evocate le risposte patofisiologiche che le caratterizzano (Osborne et al., 2004).  
L’ipossia nella retina può essere dovuta a svariati meccanismi in relazione ai fattori 
patogenetici che caratterizzano ciascuna malattia retinica. Nella ROP, lo stato 
ischemico che caratterizza la malattia sembrerebbe essere dovuto ad un incompleto 
sviluppo della vascolarizzazione retinica al momento della nascita del soggetto. È 
noto infatti che lo sviluppo della vascolarizzazione retinica è strettamente dipendente 
dai livelli di pressione parziale di ossigeno nel microambiente retinico (Gariano and 
Gardner, 2005). La nascita del prematuro determina l’esposizione della retina, con 
una vascolatura non del tutto sviluppata, a pressioni parziali di ossigeno differenti da 
quelle placentari e questo si ripercuote sul completamento dello sviluppo vascolare 
della retina. Le aberrazioni conseguenti determinano un’irrorazione insufficiente 
della retina e caratterizzano l’insorgenza dello stato ischemico (Asano and Dray, 
2014).  
Nel caso della DR, il danno ischemico è strettamente dipendente dalle anomalie 
metaboliche dovute agli alti livelli di glucosio. La DR è una complicazione del 
diabete che comprende un quadro molto ampio di disfunzioni a livello di numerosi 
meccanismi fisiologici. Il diabete, come è ormai noto, consiste nella mancanza di 
regolazione ormonale dei livelli di glucosio ematico che si traduce in un aumento 
della glicemia. La retina è uno dei pochi organi le cui cellule riescono ad assumere 
glucosio con un meccanismo insulina-indipendente (Sone et al., 2000). Per tale 
motivo, l’iperglicemia si ripercuote in un innalzamento direttamente proporzionale 
della concentrazione citosolica di glucosio. L’alta concentrazione di glucosio nella 
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cellula determina la glicosilazione non enzimatica delle proteine e la formazione di 
prodotti avanzati della glicazione (“advanced glycation end products”, AGE) i quali 
sconvolgono l’integrità e la funzionalità dei tessuti della retina (Stitt et al., 1997). 
Insieme alla formazione degli AGE, l’alto glucosio provoca l’attivazione della via del 
sorbitolo che determina l’aumento della produzione di NADH e dunque l’aumento 
del potere riducente, una condizione che è stata definita “pseudoipossia” (Williamson 
et al., 1993). A causa della diminuzione dei livelli di agenti riducenti, aumenta la 
formazione di radicali dell’ossigeno che provocano danni strutturali e funzionali alle 
cellule che nei casi più gravi non sono compatibili con la sopravvivenza delle stesse. 
La pseudoipossia provocata dalla glicemia determina un quadro patofisiologico 




1.2.2.2. Ischemia e neuroretina 
 
Ipossia, diminuzione di apporto 
dei metaboliti e mancanza di 
rimozione dei prodotti di scarto 
del metabolismo cellulare 
rappresentano i fattori attraverso 
i quali l’ischemia induce 
sofferenza cellulare nella retina. 
Come accennato 
precedentemente, la 
componente della retina che 
sicuramente risente 
maggiormente delle condizioni 
ischemiche è la neuroretina. 
Figura 5. Schema riassuntivo degli eventi evocati dalla 
condizione di ischemia/ipossia nelle cellule del comparto 
nervoso della retina.  In particolare, la diminuzione dei 
livelli di ossigeno nella retina comportano la produzione di 
radicali liberi, acidosi, eccitotossicità e risposte 
infiammatorie che portano a soffrenza cellulare e morte  
per apoptosi o necrosi. Tratto da Osborne et al., 2004. 
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Sembrerebbe, infatti, che l’ischemia sia in grado di indurre sofferenza e morte della 
componente neuronale della retina attraverso formazione di radicali dell’ossigeno e 
dell’azoto, acidosi del microambiente retinico, eccitotossicità da glutammato ed 
induzione di risposte infiammatorie (Fig.5). La formazione di radicali liberi è una 
peculiarità dell’ischemia dipendente dall’instaurarsi di una condizione ipossica 
locale. Il mancato apporto di ossigeno ai tessuti produce un eccessivo accumulo di 
potere riducente prodotto dalla respirazione cellulare che determina la formazione di 
radicali dell’ossigeno  e radicali e dell’azoto. La massiccia produzione di queste 
specie altamente reattive determina sconvolgimenti nelle strutture lipidiche e 
proteiche delle cellule non compatibili con la loro sopravvivenza (Bhatt et al., 2010). 
L’acidosi del microambiente, altro prodotto dell’ischemia, altera l’equilibrio 
omeostatico del sistema sconvolgendo la struttura e la cinetica enzimatica creando 
squilibri metabolici a livello cellulare (Birol et al., 2005).  L’ischemia, inoltre, 
provoca una diminuzione del metabolismo energetico di neuroni e glia che si 
ripercuote sull’efficienza di funzionamento del meccanismo di re-uptake del 
glutammato dallo  spazio extracellulare. Questo si traduce in un’eccessiva eccitazione 
dei recettori NMDA che determinano un’entrata massiva di ioni Ca2+. L’aumento di 
concentrazione citosolica di questo ione determina l’induzione di morte cellulare 
programmata (Louzada-Junior et al., 1992). Il ruolo dell’infiammazione nell’ischemia 
retinica è tutt’ora in fase di studio. In tal senso, è stato dimostrato che, in condizioni 
ischemiche, neuroni e cellule della glia producono mediatori dell’infiammazione 
come interleuchine infiammatorie, leucotrieni, fattore di necrosi tumorale α (“tumor 
necrosis factor-α”, TNF-α), ossido nitrico (NO), acido arachidonico ecc (Krady et al., 
2005, Li et al., 2009). Il loro ruolo nella sofferenza neuroretinica non è molto chiaro 
ma è stato confermato che, inibendo la produzione di tali fattori, aumenta la 
sopravvivenza di neuroni e glia (Talahalli et al., 2013).  
La relazione tra sofferenza della neuroretina e ischemia, nella genesi delle retinopatie, 
è confermata da molteplici evidenze sperimentali che dimostrano, su modelli animali 
di ischemia,  che la componente nervosa è in qualche modo alterata (Wolter, 1961). È 
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stato dimostrato, inoltre, che segnali di sofferenza della neuroretina come l’aumento 
di espressione della proteina fibrillare acida della glia (“ glial fibrillary acidic 
protein”, GFAP), l’atrofia delle cellule ganglionari e la degenerazione delle cellule 
dell’INL con conseguente diminuzione dello spessore della retina si palesano ancora 
prima dell’insorgenza di sintomi evidenti di malattia (Mizutani et al., 1998).  
Il danno ischemico della neuroretina, dunque, può essere meccanicisticamente 
riconosciuto come il primo step della patogenesi delle retinopatie proliferative a cui 
conseguono una serie di risposte adattative che coinvolgono tutti i componenti 
dell’organo. La componente che sicuramente è coinvolta in prima linea 
nell’adattamento all’ischemia è la vascolarizzazione retinica la quale riceve dalla 




La neoangiogenesi è un meccanismo fisiologico che prevede la formazione di nuovi 
vasi per sopperire alle esigenze metaboliche di un tessuto. Negli adulti, le cellule 
endoteliali dei vasi si trovano in condizioni di quiescenza ma mantengono una 
residua capacità proliferativa che può riemerge in meccanismi fisiologici (riparazioni 
di ferite) o patologici (tumori, infarto del miocardio ecc.) (Folkman, 1995). 
La neoangiogenesi prevede una serie di eventi molecolari e cellulari che permettono 
la formazione di nuovi vasi da una vascolarizzazione originaria tra i quali 
vasodilatazione ed aumento della permeabilità dei vasi preesistenti, digestione della 
matrice extracellulare e proliferazione e migrazione delle cellule endoteliali (Edgar et 
al., 2014) 
Lo stimolo principale per l’induzione dell’angiogenesi è rappresentato, in condizioni 
fisiologiche come in quelle patologiche, dallo squilibrio tra domanda ed apporto 
effettivo di ossigeno e nutrienti ad un tessuto. Tale squilibrio determina risposte 
adattative del tessuto che consistono nella produzione di un’ampia gamma di 
molecole conosciute come fattori proangiogenici tra cui il fattore di crescita dei 
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fibroblasti, il fattore di crescita insulino simile, il fattore di crescita derivante dalle 
piastrine e il VEGF (Johnson and Wilgus, 2014). 
Il VEGF, in particolare, è stato riconosciuto come il fattore proangiogenico che 
svolge il ruolo principale nella neoangiogenesi ischemia-indotta (Witmer et al., 
2003).  La famiglia dei VEGF è composta da sette ligandi strutturalmente correlati 
(da VEGF-A a F e Placental growth factor) i quali legano tre tipi recettoriali tirosina-
kinasi differenti, i VEGFR (tipo 1, 2 e 3), con diversa affinità (Otrock et al., 2007). Il 
VEGF-A, a cui si fa riferimento normalmente come VEGF, è il membro principale 
della famiglia ed è espresso in molteplici tipi cellulari. Il legame del VEGF al 
recettore VEGFR-2, recettore tirosina-chinasi espresso dalle cellule endoteliali della 
parete dei vasi retinici, promuove l’attivazione di una rete di segnalazione 
intracellulare molto complessa e non ancora del tutto nota che comprende, tra le varie 
vie di trasduzione, l’attivazione della cascata delle proteine chinasi attivate da 
mitogeno (“mitogen activated protein kinase”,MAPK) che è in grado di modificare 
l’espressione genica delle cellule promuovendo la produzione di proteine necessarie 
alla migrazione cellulare e alla proliferazione (Ferrara and Davis-Smyth, 1997, 
Miyazaki et al., 2015).  La via di segnalazione attivata dal legame del VEGF è in 
grado allo stesso modo di down-regolare l’espressione delle occludine, componenti 
delle giunzioni strette, che assicurano un’adesione stretta tra le cellule della parete dei 
vasi (Deissler et al., 2008).  Come già descritto precedentemente, le giunzioni strette 
svolgono un ruolo cruciale nella funzionalità della BRB e per tale motivo, regolando 
l’espressione delle proteine che le costituiscono, il VEGF rappresenta un regolatore 
cruciale per la permeabilità dei vasi. 
L’importanza di questo fattore nella regolazione della funzione vascolare in relazione 
ai vari tessuti è sottolineata dal fatto che alterazioni dei livelli fisiologici di VEGF 









1.2.2.4. Neoangiogenesi nelle retinopatie 
 
Le retinopatie proliferative sono caratterizzate, oltre che da sofferenza e morte dei 
neuroni, da anomalie nella struttura e funzionamento della vascolarizzazione. 
Evidenze cliniche dimostrano, infatti, che le retinopatie proliferative presentano 
un’attività angiogenica anomala che si ripercuote sulla funzionalità dell’organo. La 
neoangiogenesi, nelle malattie retiniche, porta alla formazione di nuovi vasi la cui 
struttura e funzione sono del tutto alterate. I nuovi vasi perdono la capacità di 
filtrazione e riassorbimento capillare a fronte di un eccessivo aumento della 
permeabilità (Durham and Herman, 2011). Ciò crea stravasi che comportano la 
formazione dapprima di edemi che evolvono in ampi versamenti di essudato 
nell’ambiente extracellulare e/o emorragie estese (Fig.6B). Questo comporta 
l’instaurarsi di uno stato infiammatorio che, a cascata, determina via via la 
diminuzione di funzionalità della retina con conseguente perdita della visione. La 
proliferazione dei vasi nell’umor vitreo, inoltre, determina la trazione della retina 
Figura 6. Immagini illustrative di vascolarizzazione retinica mediante analisi del fondo oculare. La 
perdita di funzionalità capillare, tipica delle prime fasi delle retinopatie proliferative , risulta nella 
formazione di essudati, microaneurismi e microemorragie (B) normalmente assenti (A). Una delle 
caratteristiche peculiari delle retinopatie proliferative e la formazione di nuovi vasi che invadono la 
retina e la camera vitreale creando emorragie sempre più ampie e trazione dell’organo negli stadi più 
tardivi (C). Tratto da http://www.kellogg.umich.edu 
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verso la camera vitreale e, se perdurante, provoca il distacco dell’organo dall’epitelio 
pigmentato (Campochiaro, 2013) (Fig.6C).   
La neoangiogenesi anomala deriva dallo sconvolgimento omeostatico della retina che 
produce uno squilibrio tra fattori pro ed anti-angiogenici a favore dei primi. Tra i 
fattori pro-angiogenici riconosciuti come responsabili di tale risposta svolge un ruolo 
chiave proprio il VEGF. È stato dimostrato in pazienti affetti da retinopatie 
proliferative come in modelli sperimentali di queste malattie, che i livelli di VEGF 
intraoculari ed a livello del microambiente retinico appaiono significativamente 
aumentati. Questo determinerebbe l’attivazione della proliferazione delle cellule 
endoteliali che dà luogo alla formazione di nuovi vasi. L’eccessivo aumento di VEGF 
sarebbe, allo stesso modo, l’artefice della perdita della funzione di scambio a livello 
capillare dei vasi della retina e causa dell’eccesso di permeabilità dei vasi (Kaur et 
al., 2008). Come descritto precedentemente, infatti, il VEGF è in grado di down-
regolare l’espressione delle occludine, quindi è ragionevole pensare che un eccessivo 
aumento dei livelli di VEGF possa determinare una diminuzione delle giunzioni 
strette che si ripercuote sulla perdita di funzionalità della BRB (Tari et al., 2013). 
L’aumento dei livelli di VEGF, dunque, potrebbe essere un fattore chiave per la 
genesi delle anomalie vascolari che caratterizzano le retinopatie e potrebbe 
rappresentare il filo conduttore tra il danno ischemico della neuroretina e la genesi di 
anomalie vascolari (Kinnunen and Yla-Herttuala, 2012, Miller et al., 2013). 
 
 
1.2.2.5. HIF1-α e STAT3: il collegamento tra sofferenza neuronale e 
neoangiogenesi 
 
L’ipossia, come già discusso in precedenza, è probabilmente il blocco di partenza che 
meccanicisticamente darebbe il via alla cascata di eventi patofisiologici che 
caratterizzano le retinopatie proliferative, tra cui morte neuronale e neoangiogenesi 
anomala. L’ipossia è in grado di evocare diverse risposte cellulari atte al ripristino 
delle condizioni di ossigenazione appropriate per il tessuto.  
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Le risposte adattative alla condizione ipossica sono per lo più mediate dall’attività del 
fattore ipossia-inducibile (“Hypoxia inducible factor”,HIF). Questo fattore di 
trascrizione è un eterodimero composto da due subunità, HIF1-α e HIF1-β. La 
subunità α svolge un ruolo cruciale nella relazione tra ipossia ed attività trascrizionale 
di questo fattore. In normossia, HIF1-α, a differenza della subunità β costitutivamente 
espressa e stabile, presenta un’emivita molto breve poiché viene immediatamente 
degradato. Il meccanismo di degradazione dipende dall’attività di diversi enzimi tra 
cui gli iron-dependent enzymes prolylhydroxylases (PHDs) e il Factor inhibiting HIF 
(FIH). L’attività dei PHDs determina l’idrossilazione di residui di prolina 
promuovendo l’ubiquitinazione di HIF1-α operata dal fattore  von Hippel-Lindau e 
quindi la digestione da parte del 
proteasoma. Oltre al meccanismo 
di ubiquitinazione promosso 
dalle PHDs, la subunità α viene 
ulteriormente idrossilata ad opera 
di FIH in corrispondenza di 
residui di asparagina nel dominio 
di transattivazione  in modo tale 
da inibire il legame con la 
subunità β e con coattivatori 
specifici. In condizioni di 
ipossia, l’attività delle PHDs e 
del FIH diminuisce. In questo 
modo l’emivita della subunità α 
aumenta e con essa anche la 
possibilità di legame con la 
subunità β. 
L’eterodimerizzazione delle due 
subunità stimola il reclutamento 
Figura 7. Meccanismo di attivazione di HIF. In condizioni 
normossiche la subunità HIF-1α è idrossilata e marcata per 
il riconoscimento della stessa da parte di pVHL. 
Quest’ultimo permette l’ubiquitinazione di HIF-1α e la 
degradazione da parte del proteasoma. In condizioni di 
ipossia, l’attività delle idrossilasi diminuisce a fronte di un 
aumento dell’emivita di HIF-1α che può migrare al nucleo e 
legare HIF-1β ed altre proteine a formare il complesso di 




di cofattori come P300 ed il complesso può migrare verso il nucleo legando una 
regione del promotore specifica comune a tutti i target di HIF, il hypoxia responsive 
element (HRE), promuovendo la trascrizione di geni specifici per l’adattamento alla 
condizione ipossica (Ke and Costa, 2006) (Fig.7).   
Tra i geni espressi in seguito all’attivazione di HIF vi sono diversi fattori 
proangiogenici tra cui lo stesso VEGF. Il ruolo di HIF nella rete di segnalazione per 
l’espressione di VEGF è tutt’ora in fase di studio. Molti studi hanno rivelato che nel 
promotore del gene che codifica per il VEGF è presente la regione HRE; ciò indica 
con molta probabilità che HIF funge da attivatore diretto della trascrizione del gene 
(Shibuya, 2014). HIF è fisiologicamente coinvolto proprio nella formazione di nuovi 
vasi durante lo sviluppo della vascolarizzazione retinica ed è riconosciuto come 
fattore indispensabile per il corretto sviluppo dei plessi vascolari retinici. Per la sua 
attività ipossia-dipendente, è stato dimostrato che HIF rappresenterebbe l’anello di 
congiunzione che lega l’ipossia all’aumento dei livelli di VEGF da parte dei neuroni 
(nelle prime fasi della malattia) e dei vasi (Rosen et al., 2015). 
Insieme al ruolo, ormai appurato, di HIF come attivatore della trascrizione di vegf  in 
condizioni ipossiche, un ruolo molto meno chiaro è svolto dal trasduttore del segnale 
e attivatore della trascrizione 3 (“Signal transducer and activator of transcription 3”, 
STAT3). Questo fattore è conosciuto per la sua funzione di attivatore dell’espressione 
di oncogeni che mediano la proliferazione, la migrazione cellulare e la produzione di 
fattori proangiogenici. In seguito all’attivazione della via di trasduzione JAK/STAT 
di cui è componente, la fosforilazione di due subunità di STAT3 in corrispondenza 
della tirosina 705 (pSTAT3) determina la loro dimerizzazione e il dimero attivo può 
migrare al nucleo per assolvere alla funzione di attivatore della trascrizione (Kurihara 
et al., 2014). L’attivazione e la funzione di STAT3 è regolata da diversi fattori che ne 
promuovono o ne inibiscono la fosforilazione. Tra i fattori direttamente coinvolti 
nell’inibizione dell’attività di STAT3, si riconosce la proteina a funzione tirosina-
fosfatasica contenente il dominio della regione di omologia 2 di Src - 1 (“Src 
homology region 2 domain-containing phosphatase 1”, SHP-1). L’attività di SHP-1 
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determina l’impossibilità di attivazione dei monomeri di STAT3 che non danno luogo 
a dimerizzazione e formazione del complesso attivo(Xiong et al., 2015). SHP-1 è 
riconosciuta in letteratura come uno dei bersagli principali di trattamenti antitumorali 
atti a contenere la trascrizione di oncogeni attivata da STAT3(Kim et al., 2003). 
 Il ruolo di STAT3 nel meccanismo di angiogenesi ipossia-indotta è tutt’ora in fase di 
studio ma evidenze sperimentali supportano la teoria secondo la quale questo fattore 
coopera con HIF supportando ed amplificando la produzione di VEGF. In linee 
cellulari tumorali sottoposte a condizioni ipossiche,infatti, è stato visto che STAT3 è 
attivato e lega il promotore del vegf proprio come HIF(Jung et al., 2005, Mechoulam 
and Pierce, 2005). Come in esperimenti in vitro su linee cellulari tumorali, anche in 
esperimenti ex vivo su espianti di retina sottoposti a condizioni ipossiche l’attività di 
STAT3 risulta essere aumentata (Mei et al., 2012). 
Tra STAT3 ed HIF esiste una stretta relazione funzionale riconosciuta in seguito ad 
esperimenti che hanno dimostrato come il silenziamento di uno dei due fattori 
determina la diminuzione dell’attività dell’altro (Jeong et al., 2007). Questo 
“dialogo”, non ancora del tutto chiarito, sta alla base del meccanismo patogenetico 





1.3. Metodologie sperimentali per lo studio delle 
retinopatie proliferative 
  
Lo studio della patogenesi delle retinopatie proliferative e dei meccanismi che le 
caratterizzano è condotto mediante una vasta gamma di metodologie sperimentali in 
vitro come in vivo.  Queste permettono di sottolineare peculiarità delle malattie 
retiniche che chiariscono il quadro fisiopatologico che sta dietro alla perdita di 
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funzionalità dell’organo e di individuare gli step patogenetici che potrebbero 
rappresentare i target per strategie terapeutiche. 
 
 
1.3.1. Modelli in vitro 
 
I modelli in vitro hanno costituito e costituiscono tuttora, per la ricerca sulle 
retinopatie, una risorsa sperimentale essenziale per la comprensione dei meccanismi 
molecolari che evocano le risposte patologiche di queste malattie. Grazie alle colture 
primarie di tipi cellulari specifici della retina è, infatti, possibile comprendere il ruolo 
omeostatico e la risposta all’insulto patogenetico di ogni cellula facente parte di 
quest’organo. 
 Alcune delle linee cellulari maggiormente utilizzate in modelli di questo tipo sono 
RGC-5 (cellule ganglionari), rMC (cellule di Müller), RPE (cellule dell’epitelio 
pigmentato), HRMEC (cellule dell’endotelio vascolare retinico) ecc. La coltura di 
queste linee cellulari in condizioni di iperglicemia, stress ossidativo o ipossia, 
permette di riprodurre e valutare le risposte molecolari e cellulari che si instaurano 
durante lo sviluppo delle malattie retiniche.  
Molti studi sul ruolo di queste linee cellulari hanno chiarito molti aspetti patogenetici 
come la DR. Questi hanno dimostrano che l’esposizione all’alto glucosio provoca 
risposte diverse dipendenti dalla linea cellulare presa in considerazione. Le RGC-5 
esposte ad alte concentrazioni di glucosio attivano la via mitocondriale di morte 
cellulare programmata (Hao et al., 2015); l’esposizione delle rMC alle stesse 
condizioni induce la morte cellulare alterando la segnalazione operata dalle gap 
junction (Hao et al., 2015); l’alto glucosio determina nelle RPE l’internalizzazione 
per endocitosi delle proteine delle tight junction inducendo la nitrosilazione delle 
caveoline (Rosales et al., 2014); l’alto glucosio per le HRMEC rappresenta il segnale 
per l’attivazione della via di segnalazione intracellulare mediata dalle MAPK che 
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determina la proliferazione, la migrazione e la formazione di “tubi” da parte delle 




1.3.2. Modelli in vivo 
 
Nelle ultime due decadi, una grossa branca della ricerca sulle retinopatie proliferative 
si è focalizzata sull’impiego di modelli animali che riproducessero sperimentalmente 
queste malattie. Diverse specie tra cui topi, ratti, gatti, cani e primati non umani, sono 
state impiegate per mettere a punto modelli da cui si potessero ricavare delle 
informazioni importanti sulla patogenesi delle retinopatie proliferative.  
Le malattie retiniche possono essere indotte nell’animale mediante diverse tecniche 
che comprendono operazioni chirurgiche, iniezione di agenti chimici, trattamenti 
laser o creazione di ceppi mutanti.  
La riproduzione della DR è mirata all’induzione sperimentale dell’aumento dei livelli 
di glucosio ematico per mimare le condizioni di diabete. Studi sulla riproduzione in 
modelli in vivo della DR dimostrano che l’aumento di glicemia può essere indotto 
nell’animale mediante diverse tecniche tra cui la pancrectomia o la distruzione delle 
isole di Langerhans mediante iniezioni di streptozotocina (STZ) o alloxano così da 
diminuire o eliminare la produzione di insulina (Gao and Zheng, 2014). 
Un’alternativa alle tecniche appena descritte nella riproduzione della DR è 
rappresentata da modelli transgenici come i topi db/db con deficienza d’espressione 
del recettore per la leptina (Wallner et al., 2015), i topi Ins2Akita (Akita), con una 
mutazione puntiforme nel gene che codifica per l’insulina-2 (Choeiri et al., 2005), o i 
topi Akimba, ceppo sviluppato recentemente come un incrocio tra gli Akita e i Kimba 
(topi con sovraespressione di VEGF nella retina) i quali presentano entrambe le 
caratteristiche dei ceppi incrociati . I modelli in vivo di DR sono tutti molto utili per 
la riproduzione sperimentale della fase non proliferativa della malattia ma non 
29 
 
determinano stravolgimenti dal punto di vista vascolare. L’unico modello in vivo di 
DR dove sono riscontrate alterazioni vascolari dei plessi retinici è quello dei topi 
Ins2Akita dove però sono dovute alla sovraespressione per mutazione del gene vegf 
(Wisniewska-Kruk et al., 2014). Per tale motivo, questo modello sperimentale non è 
utile per indagare sugli aspetti patogenetici della malattia. 
Molti studi sulla AMD impiegano modelli in vivo di proliferazione dei vasi coroidali 
indotta da laser (“laser-induced neovascularization”, LNV). Lo sviluppo di questo 
modello sperimentale è stato alimentato da evidenze cliniche post-terapeutiche ben 
precise. È stato visto, infatti, che in seguito a trattamento delle retinopatie 
proliferative con chirurgia laser, è molto frequente l’insorgenza di aberrazioni nella 
vascolarizzazione coroidale (Hong et al., 2015). Dato ciò, negli ultimi anni, LNV 
rappresenta uno dei modelli sperimentali in vivo più comuni nello studio delle 
malattie retiniche da neovascolarizzazione subretinica (Hollanders et al., 2015). 
Il modello sperimentale in vivo più comunemente impiegato nello studio sulle 
caratteristiche fisiopatologiche della ROP è la retinopatia indotta da ossigeno 
(“oxigen induced retinopathy”, OIR). Questo modello fu sviluppato nel 1954 sul 
gatto da Ashton et al. ed in seguito è stato esteso a modelli di ratto (Penn et al., 1993) 
e topo (Smith et al., 1994). Basato sull’induzione di aberrazioni vascolari in animali 
neonati mediante esposizione a elevate pressioni di ossigeno, questo modello è 
strettamente correlato alla patogenesi della ROP. Gli animali impiegati in questo 
modello presentano uno sviluppo della vascolarizzazione retinica che viene ultimato 
solo dopo la nascita. L’esposizione ad una pressione di ossigeno alta produce un 
blocco della vascolarizzazione retinica analogo a quello prodotto dall’esposizione alla 
pressione d’ossigeno atmosferico nei prematuri umani. Il ritorno in ambiente con 
pressione d’ossigeno atmosferico, produce uno stato ischemico nella retina degli 
animali neonati che comporta la formazione aberrante di vasi quasi del tutto 
sovrapponibile a quella della ROP nell’uomo (Smith et al., 1994). 
Il modello OIR è l’unico modello sperimentale in vivo  ad oggi riconosciuto valido 
per la ricerca sulla componente neoangiogenica delle malattie retiniche. Gli altri 
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modelli, sopra citati, per limiti legati alle tecniche di riproduzione della malattia o alla 
sopravvivenza dell’animale, non presentano alcuna proliferazione dei vasi, aspetto 
cruciale delle retinopatie proliferative. L’OIR, dunque, è l’unico modello 
sperimentale in vivo  che presenta una proliferazione dei vasi sovrapponibile a quella 
che caratterizza la ROP come tutte le altre retinopatie proliferative e per tale motivo è 
il modello sperimentale più utilizzato per la comprensione dei meccanismi 





1.4. Strategie terapeutiche in uso e proposte 




Ad oggi, le pratiche terapeutiche associate al trattamento delle retinopatie 
proliferative sono basate su metodologie chirurgiche o farmacologiche mirate alla 
neutralizzazione dell’azione dannosa del VEGF. Le terapie chirurgiche hanno come 
obbiettivo l’eliminazione delle aree di produzione di VEGF o di approvvigionamento 
dei vasi aberranti neoformati. Le terapie farmacologiche sono, invece, mirate alla 
neutralizzazione del VEGF nel microambiente così da diminuire i livelli di molecola 
disponibili per il legame con i recettori. Di seguito sono riportate alcune metodologie 
chirurgiche e terapie farmacologiche in uso ad oggi per il trattamento delle 





1.4.1. Metodologie chirurgiche 
 
1.4.1.1. Vitrectomia e crioterapia  
 
La vitrectomia e la crioterapia sono due pratiche chirurgiche che classicamente 
vengono adoperate nel trattamento delle retinopatie proliferative. In particolare, la 
vitrectomia consiste nell’asportazione dell’umor vitreo atta all’eliminazione di 
versamenti emorragici nella cavità oculare. La crioterapia prevede invece il 
congelamento di sclera, coroide e della zona avascolare della retina con l’obbiettivo 
di eliminare le zone di produzione di VEGF e quindi evitare la formazione di ulteriori 
vasi aberranti. Uno studio sull’efficienza di questi trattamenti, effettuato nel 1987, ha 
riportato che dopo sei mesi dall’operazione chirurgica su 238 occhi di pazienti affetti 
da DR, il 50% ha avuto una diminuzione delle emorragie, il 33% non ha riscontrato 
cambiamenti mentre il 17% ha presentato un incremento dei versamenti emorragici. 
Inoltre, il 4% degli occhi trattati presenta un distacco postoperatorio della retina 
mentre il 15% deve ricorrere ad ulteriore operazione (Benedett et al., 1987). Il 
trattamento chirurgico, oltretutto, non riesce comunque a migliorare l’acuità visiva né 
riesce a bloccare la perdita di visione periferica (Chen and Smith, 2007).  
 
 
1.4.1.2. Fotocoagulazione laser 
 
Questa pratica, anch’essa chirurgica insieme alla vitrectomia e la crioterapia, è 
comunemente utilizzata nel trattamento della DR e della ROP. Nel trattamento della 
DR, la fotocoagulazione panretinica ha la funzione di indurre la regressione dei vasi 
neoformati nella retina periferica per ridurre la possibilità di formazione di ulteriori 
emorragie . Il trattamento della ROP mediante questa tecnica è mirato a distruggere 
mediante ablazione le zone avascolari della retina coinvolte nella produzione di 
VEGF. È stato dimostrato che la fotocoagulazione aumenta l’ossigenazione della 
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retina e migliora il quadro clinico della malattia (Stefansson, 2001). Dati su studi 
clinici promuovono l’impiego di questa tecnica come trattamento delle malattie 
retiniche proliferative, dimostrando che determina una diminuzione, nel 50% dei casi 
di DR e del 71% dei casi di ROP, di grave perdita della vista. Tuttavia, questa pratica 
terapeutica presenta una serie di effetti collaterali correlati all’effettiva distruzione di 
tessuto retinico tra cui perdita del campo visivo periferico, anomalie nella visione 
notturna e a colori e perdita di acuità centrale (Callanan et al., 2013). Inoltre, la 
possibilità di un trattamento eccessivo può determinare la formazione di essudati 
coroidali, emorragie vitreali, distacco essudativo della retina o ancora bruciature di 
cornea, iride o cristallino, ulteriori emorragie retiniche; nei casi più gravi tali lesioni 




1.4.1.3. Terapia fotodinamica 
 
Questa terapia è diretta contro il complesso vascolare coroidale causa della AMD. 
Tale tecnica è stata introdotta negli anni ’90 e, ad oggi, è raramente utilizzata in 
concomitanza con terapie farmacologiche. La terapia fotodinamica consiste 
nell’iniezione intravenosa di verteporfina, un colorante sensibile a laser infrarossi in 
grado di entrare in circolo e accumularsi in zone neovascolari. Se stimolata da laser, 
la verteporfina determina la produzione di radicali dell’ossigeno inducendo danno 
all’endotelio e trombosi dei vasi neoformati (McCaughan, 1999). Anche la terapia 
fotodinamica presenta diversi effetti collaterali tra cui l’induzione di forti emicranie, 







1.4.2. Terapie farmacologiche anti-VEGF 
 
 
1.4.2.1. Pegaptanib (Macugen®)  
 
Pegaptanib è stato il primo agente anti-VEGF approvato dalla US Food and Drug 
Administration (nel 2004 per il trattamento della AMD (Ng et al., 2006). Pegaptanib 
è un aptamero ad RNA di 28 basi legato covalentemente a 2 gruppi funzionali di 
polietilene arborizzato (50kDa circa) con una specifica affinità per il VEGF-165, 
riconosciuto essere l’isoforma del VEGF prevalentemente espressa nei casi di AMD 
(Ruckman et al., 1998). In studi tossicologici, questo farmaco non ha riportato 
tossicità di alcun tipo e le uniche complicazioni oftalmiche sono state attribuite 
all’operazione di somministrazione intravitreale (Gragoudas et al., 2004).  
Trials clinici hanno riportato che Pegaptanib promuove la regressione della AMD in 
buona parte dei casi mentre una minoranza di pazienti richiede un ulteriore 
trattamento mediante fotocoagulazione laser. 
Pegaptanib è stato dimostrato essere efficiente anche nel trattamento della ROP in 
associazione, però, con trattamento laser (Sultan et al., 2011). 
 
 
1.4.2.2. Ranibizumab (Lucentis®)  
 
Ranibizumab è attualmente l’unico agente anti-VEGF approvato dalla FDA e 
dall’European Medicines Agency per il trattamento dell’edema maculare diabetico 
(“diabetic macular edema”, DME) (fase iniziale della DR) e dell’AMD. 
 Ranibizumab è un anticorpo monoclonale di 48kDa disegnato specificatamente per 
l’utilizzo intraoculare diretto contro le varie isoforme di VEGF (Ferrara et al., 2006). 
In particolare, questo è composto dalla porzione Fab di un anticorpo monoclonale 
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prodotto nel topo diretto contro VEGF-A con alta affinità e con regioni in grado di 
minimizzare la stimolazione antigenica (Krzystolik et al., 2002). 
 La mancanza della porzione Fc permette una clearence dell’agente molto veloce e 
una riduzione della possibilità di attivazione della risposta infiammatoria 
complemento-mediata.  
Il basso peso molecolare di Ranizumab gli permette di diffondere facilmente 
attraverso la retina essendo questa impermeabile a molecole con peso molecolare 
maggiore di circa 76 kDa. Studi di farmacocinetica hanno appurato che la 
penetrazione del farmaco nella retina avviene in circa 6 ore e possiede un emivita di 
approssimativamente 3 giorni (Gaudreault et al., 2005). L’impiego di ranibizumab è 
stato approvato per il trattamento dell’AMD e del DME. Questo può essere, inoltre, 
una componente della terapia contro la ROP in associazione con trattamenti di 
fotocoagulazione laser (Mota et al., 2012).  
 
 
1.4.2.3. Bevacizumab (Avastin®) 
 
É un anticorpo ricombinante monoclonale anti-VEGF diretto contro tutte le isoforme 
umane di VEGF. A differenza del Ranibizumab, il Bevacizumab non è stato 
progettato per uso oftalmico, ha un peso complessivo maggiore del primo (149 kDa) 
che si ripercuote sulla difficoltà di diffusione nello spessore della retina ed un 
efficacia circa 20 volte minore (Ferrara et al., 2006). Nonostante tali differenze, il 
Bevacizumab è il farmaco anti-VEGF off-label maggiormente utilizzato negli USA 
per il trattamento di AMD e DME (probabilmente per i costi molto più permissivi 
rispetto a Ranibizumab) (Stewart, 2012). L’impiego sperimentale di Bevacizumab 
come trattamento della ROP ha dimostrato una diminuzione dell’angiogenesi 





1.4.2.4. Aflibercept (Eylea®) 
 
Aflibercept è una proteina chimerica ricombinante composta dalla porzione di 
binding dei recettori VEGFR-1 e VEGFR-2 fusi ad un frammento Fc. Questo 
farmaco funge da trappola per il VEGF legando con alta affinità tutte le isoforme 
(Holash et al., 2002). Studi sull’efficienza di questo farmaco hanno dimostrato che 
l’impiego di Aflibercept in casi di AMD o DME determinano un miglioramento delle 
capacità visive paragonabile a quello ottenuto con gli altri farmaci antagonisti del 
VEGF (Moradi et al., 2013).  I benefici di impiego di questo farmaco rispetto a quelli 
citati sopra sono relativi alla durata d’azione che si rivela per Aflibercept più alta. Ciò 
implica una più bassa frequenza di trattamento e di monitoraggio.  
 
 
1.4.2.5. Limitazioni ed effetti collaterali delle terapie farmacologiche anti-VEGF 
 
Una visione generale sulle metodologie farmacologiche per il trattamento delle 
retinopatie dimostra, alla luce dei dati riportati, che lo sviluppo di terapie anti-VEGF 
rappresenta un grosso passo avanti nel trattamento clinico di queste malattie. Nel 
confronto tra metodologie chirurgiche e terapie anti-VEGF, queste ultime presentano 
un’efficienza maggiore in relazione a risultati anatomici e visivi. L’eliminazione di 
sollecitazioni meccaniche o fisiche dirette diminuisce la possibilità di danno 
permanente alla retina e quindi di effetti post-operatori che, nei casi più gravi, 
possono peggiorare la condizione clinica.  
Inevitabilmente, anche le terapie anti-VEGF presentano delle limitazioni che devono 
essere considerate con attenzione nell’analisi della loro reale efficienza. Vi sono studi 
che riportano come il trattamento anti-VEGF dia luogo a benefici limitati in rapporto 
alla fotocoagulazione laser (Virgili et al., 2012). La limitazione è giustificata dalla 
mancanza di un effetto duraturo del trattamento rispetto alla fotocoagulazione e 
quindi della frequenza di trattamento che si ripercuote sui costi della terapia (una 
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iniezione di ranibizumab costa 1593 dollari statunitensi) (Zechmeister-Koss and 
Huic, 2012). Le limitazioni di impiego delle terapie anti-VEGF sono molto evidenti 
nei casi di trattamento della ROP. Come riportato precedentemente, il trattamento 
della ROP mediante somministrazione di farmaci di questo tipo richiede comunque, 
in molti casi, un concomitante trattamento di fotocoagulazione laser. Oltretutto il 
trattamento con anti-VEGF, sebbene porti ad una inibizione a breve termine della 
crescita dei vasi, provoca una diminuzione della funzione retinica a lungo termine 
provocando la modificazione della struttura della neuroretina. Le evidenti limitazioni 
di impiego degli inibitori del VEGF sono riscontrate anche in studi clinici sulla 
AMD. Il 10% dei pazienti affetti da AMD sottoposti a terapia anti-VEGF non 
rispondono completamente al trattamento probabilmente a causa di meccanismi di 
tachifilassi o di perdita di efficacia del farmaco (Tranos et al., 2013). 
L’impiego, in particolare, di anticorpi anti-VEGF (ranibizumab) è stato associato ad 
effetti collaterali rilevanti a livello oculare (endoftalmiti, lesioni del cristallino, 
emorragie vitreali ecc) e a livello sistemico come complicazioni di tipo 
cardiovascolare e cerebrovascolare (infarto del miocardio, embolie polmonari, 
emorraggie, ipertensione ecc.) (Peng et al., 2010).  
È chiaro, in seguito a quanto discusso finora, che è necessario ricercare terapie 
alternative a quelle ad oggi impiegate in clinica. È necessario, infatti, interferire con 
la tendenza del sistema all’aumento della produzione del VEGF o con il blocco del 
segnale neoangiogenico con un’azione che perduri nel tempo e che rispetti il più 
possibile la struttura e la funzionalità della retina.  
 
1.4.3. Proposte terapeutiche alternative 
 
1.4.3.1. Trattamento con corticosteroidi 
 
Come accennato in precedenza, una delle cause del danno ischemico che si ripercuote 
sulle anomalie angiogeniche è l’up-regolazione di mediatori dell’infiammazione. È 
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universalmente riconosciuto che i corticosteroidi sono in grado di modulare questo 
tipo di mediatori inibendone l’azione. La somministrazione intravitreale di 
corticosteroidi come riamcinolone, desametasone e fluocinolone ha mostrato una 
effettiva diminuzione dei livelli di VEGF dimostrando un potere antiinfiammatorio 
che si traduce in una diminuzione della proliferazione dei vasi, una diminuzione degli 
stravasi ed un aumento dell’acuità visiva (Martidis et al., 2002, Stoenoiu et al., 2003). 
La somministrazione di questa classe di molecole presenta, però, una serie di 
limitazioni che rendono l’eventuale terapia non facilmente effettuabile. La 
somministrazione sistemica provoca gravi effetti collaterali tra cui cataratta, 
glaucoma ed esacerbazione del diabete. L’iniezione intravitreale, unica metodologia 
di somministrazione consigliata, per l’alta frequenza di trattamento necessaria a 
mantenere livelli intraoculari di farmaco effettivamente efficaci, presenta 
complicazioni come aumento della pressione intraoculare, aumento della probabilità 




1.4.3.2. Somministrazione di analoghi della somatostatina 
 
Il neuropeptide somatostatina (somatotropin release inhibiting factor, SRIF), è 
prevalentemente espresso, nella retina, da una popolazione di cellule amacrine. 
Nonostante la presenza di tutti e 5 i tipi recettoriali (da sst1 a sst5), la somatostatina 
agisce prevalentemente sul recettore sst2 promuovendo la regolazione dell’omeostasi 
retinica e la sopravvivenza neuronale. In pazienti affetti da DR, i livelli intravitreali di 
SRIF si sono rivelati più bassi rispetto al controllo negativo supportando la teoria 
secondo la quale deficit di questo neuropeptide possano contribuire all’insorgenza 
della malattia. Questo è stato avvalorato da studi sperimentali su retine ipossiche di 
topi knock-out per il gene sst2 che hanno rivelato come i livelli di VEGF e la 
conseguente neoangiogenesi indotta dall’insulto patologico siano significativamente 
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maggiori nei topi knock-out rispetto ai wild type (Cervia et al., 2012). L’impiego di 
agonisti della somatostatina come l’octreotide (un agonista specifico per sst2), il non-
peptide imidazolidin-2, 4-dione (agonista per i recettori sst2 ed sst3) o il coniugato 
SRIF-camtotecina (specifico per sst2) ha dimostrato un significativo potere 
antiangiogenico di queste molecole. In particolare è stato dimostrato che il 
trattamento con octreotide produce una riduzione dei livelli di VEGF e della 
neovascolarizzazione di retine ipossiche che si presentano invece significativamente 
maggiori in seguito al trattamento con cianamide (antagonista dei recettori sst2) . 
(D'Alessandro et al., 2014) 
Recenti studi hanno rivelato che l’octreotide svolge la sua funzione antiangiogenica 
interferendo con il meccanismo di produzione di VEGF promosso dall’ipossia 
mediato da HIF attraverso l’inibizione della fosforilazione di STAT3 (Cervia et al., 
2008a, Dal Monte et al., 2012a). 
In seguito all’efficacia sperimentale degli analoghi della somatostatina, diversi studi 
clinici hanno testato l’impiego di molecole come l’octreotide nel trattamento della 
DR o DME con risultati discordanti.(Clemens et al., 1999, Hernaez-Ortega et al., 
2004, Hernaez-Ortega et al., 2008) Da questi si evince però che l’impiego di 
molecole analoghe alla somatostatina come l’octreotide ritarda l’evoluzione della DR 
e riduce l’insorgenza di emorragie e perdita di acuità visiva in seguito al trattamento 




1.4.3.3. Trattamento con bloccanti dei recettori β-adrenergici 
 
È noto che l’ipossia produce un’iperstimolazione catecolaminergica che altera la 
segnalazione prodotta dai recettori adrenergici, in particolare dei tipi recettoriali β 
(Lindgren and Altimiras, 2009). Studi in vitro hanno dimostrato che la stimolazione 
con agonisti dei recettori β adrenergici (β-AR), come l’isoproterenolo, promuove la 
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produzione di VEGF, mentre il blocco mediante propanololo, antagonista dei 
recettori β1/β2-AR, ne determina una diminuzione dell’espressione (Park et al., 
2011c). Analogamente, in modelli animali, è stato riconosciuto che β2-AR svolge il 
ruolo di mediatore endogeno dell’angiogenesi indotta dall’ischemia e per tale motivo, 
anche in vivo, il suo blocco mediante trattamento con propanololo determina una 
diminuzione dei livelli di VEGF e della formazione di nuovi vasi (D'Andrea et al., 
2005). Studi sulla produzione di catecolamine in condizioni ischemiche hanno 
dimostrato che le cellule endoteliali dei vasi sono in grado di esprimere gli enzimi 
necessari alla biosintesi di questa classe di molecole ed in condizioni di ischemia 
l’espressione di tali enzimi si rivela up-regolata (Sorriento et al., 2012). È inoltre 
dimostrata la presenza sulla membrana delle cellule endoteliali dei recettori β1/β3-
AR (Iaccarino et al., 2005). Tutte insieme, queste considerazioni portano ad 
ipotizzare che, in seguito ad uno stato ischemico, le cellule endoteliali aumentino la 
produzione di catecolamine che, in maniera autocrina, stimolerebbero la 
proliferazione dei vasi siano essi coroidali o retinici.  
L’impiego di propanololo in studi clinici sul trattamento della ROP ha rivelato che 
tale molecola è in grado di ridurre l’avanzamento della malattia riducendo la 
necessità d’impiego di trattamenti chirurgici o anti-VEGF (Filippi et al., 2010, Dal 
Monte et al., 2012b). L’essenziale ruolo sistemico del sistema catecolaminergico 
conferisce, però, al trattamento con propanololo delle importanti limitazioni. Per tale 
motivo, il perfezionamento della tecnica di trattamento è ancora in fase di studio. 
 
 
1.5. Acido acetil-11-cheto-β-boswellico (AKBA) 
 
1.5.1. Struttura ed impiego di AKBA 
 
La componente prevalente degli estratti di resina della Boswellia serrata (BSEs), 
classicamente impiegati in medicina ayurvedica per il trattamento di malattie 
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infiammatorie, è rappresentata da triterpeni pentaciclici che prendono il nome di acidi 
boswellici (BAs) (Kruger et al., 2009). Secondo studi di caratterizzazione molecolare, 
i BAs possono essere strutturalmente classificati in α-BAs e β-BAs ed ulteriormente 
distinti per la presenza di gruppi acetilici o carbonilici legati a alle unità isopreniche 
della molecola (Togni et al., 2014) (Fig.8).   
L’acido acetil-11-cheto-β-boswellico (AKBA), facente parte di questa categoria di 
molecole, è uno dei BAs più utilizzati come anti-infiammatorio nella cura di malattie 
croniche. È stato dimostrato, infatti, da numerosi studi sperimentali che AKBA 
svolge un’azione inibitoria contro ileite e colite indotte sperimentalmente, 
encefalomielite autoimmune, aterogenesi infiammatoria, artrite indotta da albumina 
di siero bovino (BSA) e nella crescita del mieloma (Ammon, 2006). Evidenze 
Figura 8. Struttura dei BAs e nomenclatura associata. Questi sonno classificati in αBAs (blu) e βBAs 
(rosso) secondo la posizione relativa di due gruppi metilici posizionati su una delle 6 unità isopreniche del 
triterpene. Tra  i βBAs, AKBA si distingue per la presenza di un ulteriore gruppo funzionale chetonico. 
Tratto da Togni et al., 2014. 
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sperimentali dimostrano, inoltre, che AKBA è in grado di sopprimere la 
proliferazione tumorale in casi di glioma (Glaser et al., 1999), adenocarcinoma del 
colon (Liu and Duan, 2009) e della prostata (Syrovets et al., 2000) e leucemia (Huang 
et al., 2000) .  
Studi clinici dimostrano che il trattamento con AKBA migliora lo stato clinico di 
pazienti affetti da osteoartrite inducendo una diminuzione della rigidezza  e del 
dolore e incrementando le capacità motorie dei soggetti (Sengupta et al., 2008). Il 
trattamento con AKBA si è rivelato, inoltre, efficace in studi clinici su pazienti affetti 
dal morbo di Crohn attenuando i danni strutturali e funzionali all’apparato digerente 
tipici di questa malattia (Gerhardt et al., 2001). 
Figura 9. Risultati di uno studio clinico sull'impiego di AKBA come proposta terapeutica 
sperimentale per il trattamento dell’osteoartrite del ginocchio.  Lo studio include 75 pazienti 
affetti da tale malattia  divisi in gruppi di trattamento con placebo, AKBA 100 mg o 250 mg 
per via orale. L’effetto di AKBA è valutato  nel tempo, a 0,7,30,60,90 giorni dall’inizione della 
terapia mediante parametri clinici che rappresentano la misura del dolore (A e C), del grado 






1.5.2. Meccanismo d’azione di AKBA 
 
Molti studi sull’impiego di AKBA nel trattamento delle malattie sopra citate hanno 
rivelato che questa molecola interferisce con i meccanismi patogenetici di queste 
malattie mediante diversi meccanismi. Di seguito sono riportate le tre caratteristiche 
funzionali di AKBA che giustificano la polivalenza di questa molecola nel 
trattamento di malattie apparentemente diverse fra loro. 
 
 
1.5.2.1. AKBA come antinfiammatorio 
 
Il trattamento con AKBA di malattie con patogenesi infiammatoria si è rivelato 
significativamente efficace. Per tale motivo, molti studi hanno cercato di 
comprendere il ruolo ed il meccanismo d’azione di AKBA come antinfiammatorio. In 
seguito ad essi, è stato rivelato che AKBA modula i livelli di produzione di 
leucotrieni (LTs), importanti mediatori dell’infiammazione che determinano aumento 
della permeabilità di membrana, chemiotassi, formazione di radicali liberi  ecc. 
AKBA opera la modulazione della sintesi degli LTs mediante l’inibizione 
dell’attività della lipossigenasi 5 (LOX-5) (Elshazly et al., 2013). Questo enzima, la 
cui attività è cruciale nello sviluppo del processo infiammatorio, catalizza la sintesi 
dei leucotrieni utilizzando come substrato l’acido arachidonico. L’attività di LOX-5 è 
strettamente dipendente da modificazioni covalenti e non di questo enzima e da 
interazioni con proteine attivatrici che avvengono in seguito alla ricezione di uno 
stimolo infiammatorio (Radmark et al., 2015).  
Da studi sulla cinetica di LOX-5 isolato e la sua interazione con AKBA, è stato 
dimostrato che quest’ultimo lega l’enzima in un sito regolatore triterpene-specifico 
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coinvolto probabilmente nella regolazione arachidonato-dipendente dell’attività 
dell’enzima (Elshazly et al., 2013).  
AKBA è in grado di influire sulla progressione del processo infiammatorio anche 
grazie alla sua azione inibitoria nella produzione di TNF-α. In monociti umani, 
infatti, è stato dimostrato che AKBA svolge un’azione inibitoria diretta nei confronti 
del fattore IκBα chinasi (IKK) che si traduce in una inibizione del fattore nucleare dei 
linfociti B attivati enhancer della catena leggera K (nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells, NF-κB) e quindi una down-regolazione del gene per il 
TNF-α (Liu et al., 2014). 
 
 
1.5.2.2. AKBA come antiossidante 
 
Il potere antiossidante delle cellule nervose, come di svariati altri tipi cellulari, è 
rappresentato dalla capacità di queste di esprimere proteine come l’eme-ossigenasi-1 
(HO-1), le glutatione S-transferasi (GSTs) e il NAD(P)H chinone ossidoreduttasi in 
grado di lavorare in sinergia per il mantenimento dello stato redox del microambiente 
cellulare . I geni che codificano per queste proteine sono accomunati dalla presenza 
di un promotore definito elemento responsivo antiossidante (ARE) (Tokarz et al., 
2013). La trascrizione di questi geni è regolata dal legame ad ARE di un attivatore 
specifico, il fattore nucleare eritroide-derivato 2 (“Nuclear factor (erythroid-derived 
2) -like 2”, Nrf2). L’aumento dei livelli di agenti ossidanti determina l’attivazione a 
cascata di questo via di segnalazione che determina l’aumento di espressione delle 
proteine antiossidanti. In questo modo la cellula riesce a tamponare gli sbilanciamenti 
ossidoriduttivi evitando danni strutturali e funzionali (Tokarz et al., 2013).  
Quando la produzione di specie radicaliche, in seguito a condizioni patologiche come 
l’ischemia, supera il potere antiossidante della cellula, subentra quello che viene 
definito danno da stress ossidativo. 
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Grazie all’impiego di un modello sperimentale di danno cerebrale da 
ischemia/riperfusione in vivo, è stato dimostrato che AKBA è in grado di diminuire i 
danni indotti dallo stress ossidativo modulando la risposta antiossidante dei neuroni. 
AKBA sembrerebbe promuovere l’aumento dell’espressione di Nrf2 ed un 
conseguente aumento di HO-1.  I risultati ottenuti in vivo sono stati confermati in 
vitro su colture primarie di neuroni corticali sottoposti a deprivazione di ossigeno e 
glucosio (Ding et al., 2014). 
 
 
1.5.2.3. AKBA come antiangiogenico 
 
Come già descritto in precedenza, la neoangiogenesi è il risultato di una cascata di 
eventi molecolari e cellulari che portano, come ultimo risultato, alla formazione di 
nuovi vasi.  
L’attivazione della rete di segnali che caratterizzano la risposta neoangiogenica 
avviene ad opera di stimoli esterni di natura fisiologica o patologica. Come provato 
da diversi studi, una molecola che svolge un ruolo chiave nel collegamento tra stimoli 
esterni e attivazione della risposta neoangiogenica è STAT3. Questa molecola, se 
attivata, è in grado direttamente o indirettamente di regolare l’espressione di diversi 
fattori proangiogenici tra cui il VEGF (Wang et al., 2012).  
Studi su linee cellulari di mieloma multiplo hanno rivelato che AKBA regola 
l’attività di STAT3 inibendone la fosforilazione e dunque la possibilità di 
dimerizzazione e migrazione nel nucleo.  
Il meccanismo di modulazione dell’attività di AKBA è stato ipotizzato essere 
dipendente da una classe di enzimi, le tirosina fosfatasi. Tra queste è stato dimostrato 
avere un ruolo chiave la fosfatasi SHP, da cui sembrerebbe dipendere l’azione di 
AKBA. Il silenziamento di SHP-1 provoca, infatti, l’annullamento degli effetti di 
AKBA su STAT3. Sembrerebbe, dunque, che AKBA induce l’attivazione di SHP-1 
45 
 
la quale determina la defosforilazione di STAT3 e quindi la sua inattivazione 









Come ampiamente descritto in precedenza, la patogenesi delle retinopatie è 
strettamente connessa a disfunzioni metaboliche, in seguito all’instaurarsi di una 
condizione ischemica, che si riflettono sulla funzionalità dell’organo. Come aspetto 
patofisiologico cruciale dell’ischemia, l’ipossia determina nella retina sconvolgimenti 
metabolici e molecolari che si traducono in risposte adattative che stanno alla base 
della genesi delle malattie retiniche. Tra queste risposte si riconoscono lo stress 
ossidativo, l’attivazione della segnalazione proangiogenica mediata da HIF e risposte 
infiammatorie connesse alla sofferenza cellulare. Queste conseguenze operano 
sinergicamente nella produzione, da parte della neuroretina, di un segnale 
proangiogenico. La neoangiogenesi produce la formazione di vasi aberranti che 
determina la perdita della funzionalità vascolare di irrorazione del tessuto e la 
formazione di stravasi. Il versamento di essudato che può evolvere in edemi più vasti 
ed emorragie, produce una cascata di eventi infiammatori che favoriscono la 
conclamazione della malattia.  
Secondo quanto riportato da studi sul meccanismo d’azione ed il trattamento di stati 
patologici, AKBA è in grado di svolgere un’azione polivalente nel  




Per questo motivo, è plausibile ipotizzare un efficiente ruolo di AKBA come 





1.6. Scopo della tesi 
 
Questa tesi si propone di dimostrare l’effetto di AKBA nel trattamento delle 
retinopatie proliferative con particolare focalizzazione sul suo potere antiangiogenico. 
Per dimostrare ciò, sono state saggiate l’attività di SHP-1 e la fosforilazione di 
STAT3 insieme all’analisi dei livelli di VEGF, dell’attivazione del recettore 
VEGFR2 e della neovascolarizzazione in vivo, in retine murine OIR. Inoltre, per 
verificare che il potere antiangiogenico di AKBA sia dovuto anche ad un effetto 
inibitorio sulla risposta vascolare, sono stati effettuati saggi in vitro di proliferazione, 








Le procedure impiegate sono state approvate dal Comitato Etico per la 
Sperimentazione Animale dell’Università di Pisa e impiegate secondo lo statuto della 
“Association for the Research in Vision and Opthtalmology” (ARVO) per l’uso di 
animali nella ricerca oftalmica e della visione, in accordo con le linee guida italiane 
per la tutela degli animali (DL 116/92) e le direttive EU (2010/63/EU).  
Gli esperimenti sono stati condotti su un totale di 35 topi neonati di entrambi i sessi 
appartenenti al ceppo C57BL/6J. I topi sono stati sacrificati al giorno post-natale 
(PND) 17 (peso corporeo 6.02 ± 0,55 g). Gli animali sono stati mantenuti in 
condizioni ambientali regolate (23 ± 1 °C, 50% ± 5% umidità) con un ciclo luce/buio 
di 12h con acqua e cibo ad libitum. In tutti gli esperimenti, gli animali sono stati 




2.2. Modello OIR 
 
I topi neonati sono stati posti, insieme alle madri allattanti, in una camera/incubatore 
ed esposti ad un’alta pressione d’ossigeno (75% ± 2%) da PND 7 a PND 12. 
L’ossigeno nella camera/incubatore è stato regolato 2 volte al giorno mediante un 
rilevatore specifico (Pro-Custom Elettronica, Milano, Italy).  Trascorso il periodo, i 
neonati sono stati riposti a pressione d’ossigeno atmosferico fino a PND 17 e dunque 
sacrificati. Tutti gli esperimenti sono stati condotti circa alla stessa ora del giorno per 




2.3. Colture cellulari 
 
Gli studi in vitro sono stati operati mediante l’impiego di HRMECs (ACBRI-181, 
Applied Cell Biology Research Institute, Kirkland, WA). Le HRMECs sono state 
coltivate in endothelial basal medium – 2 (EBM-2) con 10% siero di feto bovino 
(FBS) e fattore di crescita endoteliale (EGM-2MV SingleQuot) a 37°C con un 
rapporto 95%:5% di aria e CO2 umidificata. 
 
 
2.4. Trattamenti farmacologici 
 
In letteratura è riportato un utilizzo di AKBA con dosi fino a 200 mg kg-1 per 
trattamenti in vivo su topi (Park et al., 2011b). In questo studio, per gli esperimenti 
sul modello OIR, AKBA è stato somministrato mediante iniezioni sottocutanee a tre 
dosi: 5, 10 e 20 mg kg-1. una volta al giorno da PND 12 a PND 16 o mediante 
iniezioni intravitreali operate con una microsiringa (NanoFil syringe; World Precision 
Instruments, Sarasota, FL) alla concentrazione 50 μM a PND 12 e PND 15 (1μl 
volume iniettato). I topi trattati non presentavano segni di sofferenza nè differenze di 
peso col gruppo di controlo. 
Negli studi in vitro, AKBA è stato impiegato a tre concentrazioni differenti, 1 μM, 
2.5  μM e 5 μM in accordo con precedenti studi sull’effetto di AKBA in colture di 
questo tipo (Pang et al., 2009).  
AKBA è stato sciolto in un minimo volume di dimetil solfossido (DMSO) e diluito 
fino alla concentrazione finale con tampone citrato (in vivo) o nel terreno di coltura 
(in vitro). I controlli includono campioni non trattati o trattati con veicolo (1% 
DMSO in vivo o 0,2% DMSO in vitro). In tutti gli esperimenti non sono stati riportate 




2.5. Isolamento RNA e preparazione cDNA 
 
L’occhio è stato prelevato dall’animale e da esso è stata rapidamente isolata la retina. 
Questa è stata immediatamente congelata in azoto liquido e conservata a -80°C prima 
dell’analisi. L’RNA totale della retina è stato estratto (RNeasy Mini Kit; Qiagen), 
purificato e risospeso in acqua priva di RNasi. L’RNA estratto è stato quantificato 
mediante spettrofluorimetro (Qubit; Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA). Il 
cDNA è stato generato mediante la retrotrascrizione di 1 μg di RNA totale 
(QuantiTect Reverse Transcription Kit; Qiagen). 
 
 
2.6. Real-Time RT-PCR quantitativa 
 
La real-time RT-PCR quantitativa (QPCR) è stata operata impiegando SYBR Green 
PCR Kit (Qiagen). I primer sono stati ottenuti dalla Primer Bank (SHP-1 e VEGF; 
Wang and Seed 2003) o da RTPrimerDB (Rpl13a; Pattyn et al., 2003). Le sequenze 
dei primer sono riportate di seguito:  
 
SHP-1: forward 5’- GGACTTCTATGACCTGTACGGA -3’;  
 reverse 5’-GCTGCGTGTAATACTCGACCA -3’;  
 
VEGF:  forward 5’-GCACATAGGAGAGATGAGCTTCC-3’;  
reverse 5’-CTCCGCTCTGAACAAGGCT-3’;  
 
Rpl13a: forward 5’-CACTCTGGAGGAGAAACGGAAGG-3’;  
reverse 5’GCAGGCATGAGGCAAACAGTC-3’.  
 
L’efficienza di amplificazione calcolata mediante il software Opticon Monitor 3 
(Bio-Rad Laboratories) è risultata essere vicina al 100% per ogni coppa di primer. 
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Ogni target è stato amplificato simultaneamente con Rpl13a, un gene 
costitutivamente espresso codificante per una proteina ribosomiale appartenente alla 
subunità 60S. Rpl13a è stato considerato un housekeeping poichè è dimostrato essere 
assolutamente stabile in condizioni ipossiche nella retina. I campioni cono stati 
comparati mediante il metodo Ct (Livak and Schmittgen, 2001). L’incremento o il 
decremento dell’espressione è stato determinato in relazione al controllo dopo aver 
normalizzato i valori ottenuti per l’espressione di Rpl13a. Tutte le condizioni sono 
state testate in triplicato. I dati derivanti dai diversi esperimenti sono stati analizzati 
statisticamente e riportati nello stesso grafico. I risultati sono stati espressi come 
media ± errore standard (SE) di 5 campioni differenti sottoposti allo stesso 
trattamento (una retina per trattamento). 
 
 
2.7. Analisi Western Blot 
 
Le retine sono state sonicate in 200 ml di 10 mM Tris/HCl pH 7.6, contenente 5mM 
EDTA, 3 mM EGTA, 250 mM saccarosio, 4 mg/mL n-dodecyl-β-maltoside e un 
cocktail di inibitori delle fosfatasi e delle proteasi. L’omogenato retinico è stato 
centrifugato a 22,000 g per 15 minuti a 4°C. La concentrazione proteica nel 
sopranatante ricavato è stata determinata mediante l’utilizzo di uno spettrofluorimetro 
(Qubit; Life Technologies Corporation). Aliquote contenenti la stessa quantità di 
proteine (40 μg) sono state sottoposte ad SDS-PAGE. l gel derivanti sono stati 
sottoposti a transblotting  che determina il passaggio delle proteine separate in 
membrane di polivinilidenfluoruro (PVDF). Le membrane sono state, dunque, 
“bloccate” con una soluzione al 3% di latte per 1 ora a temperatura ambiente. Una 
volta ultimato il bloccaggio, le membrane sono state incubate con una soluzione 
contenente l’anticorpo primario overnight a 4°C. Gli anticorpi primari utilizzati, 
diluiti in Tween Tris-Buffer Saline 1M (TTBS), sono: Ig-G anti-SHP-1 (diluizione 
1:500), Ig-G anti-pSTAT3 (diluizione 1:200), Ig-G anti-citocromo C (diluizione 
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1:500), Ig-G anti-pVEGFR2 (diluizione 1:100), Ig-G anti-STAT3 (diluizione 1:200), 
Ig-G anti-VEGFR2 (1:200) e Ig-G anti-VEGF (diluizione 1:200). Dopo il periodo di 
incubazione dei primari la membrana è stata ulteriormente incubata per 1 ora a 
temperatura ambiente con l’anticorpo monoclonale anti-β actina (diluizione 1:2,500) 
utilizzato come controllo di caricamento. Le membrane sono, inseguito, incubate per 
2 ore a temperatura ambiente con l’anticorpo contro la porzione Fc del topo 
(diluizione 1:25,000) o del coniglio (diluizione 1:5,000) entrambi coniugati con la 
perossidasi di rafano (HRP). Mediante l’incubazione con i dovuti reagenti, la 
componente HRP del secondario sviluppa una chemiluminescenza rilevata mediante 
Chemidoc XRS+ (Bio-Rad). Le immagini ricavate sono state elaborate e analizzate 
mediante Lab 3.0 software (Bio-Rad). I dati di densità ottica (OD) delle bande 
corrispondenti alle proteine analizzate sono stati normalizzati per i valori di OD delle 
bande corrispondenti alla β actina o STAT3 secondo l’analisi effettuata. Dopo 
l’analisi statistica dei dati derivanti da 5 campioni per ogni trattamento (2 retine per 
campione), i dati sono stati mediati ed espressi come media ± errore standard. 
 
 
2.8. Attività di SHP-1 
 
Aliquote di sovranatante impiegate per l’analisi western blot, contenenti 100 μg di 
proteine ognuna, sono state trattate con 30 μL di proteina G agarosio (GE Healthcare) 
per 1 ora a 4°C per escludere legami aspecifici. I campioni, in seguito, sono stati 
incubati overnight con l’anticorpo anti-SHP-1. Passato il periodo di incubazione, i 
campioni sono stati incubati con proteina G agarosio per 2 ore a 4°C. 
L’immunoprecipitato è stato raccolto ed equilibrato in HEPES 20 mM pH 6.5 
contenente cloruro di sodio 100mM, cloruro di magnesio 5mM e cloruro di 
manganese 5mM. Dopo l’aggiunta di nitrofenilfosfato 100mM e l’incubazione per 1 
ora a 37 °C, è stato misurato il coefficiente di estinzione a 405 nm (Microplate 
Reader 680 XR; Bio-Rad). L’attività di SHP-1 è stata espressa in OD/mg di proteina. 
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Tutti gli esperimenti sono stati condotti in duplicato. Dopo analisi statistica, i dati 
sono stati mediati ed espressi come media ± errore standard.  
 
 
2.9. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
 
I livelli di VEGF sono stati misurati nei medesimi sovranatanti utilizzati per l’analisi 
con western blot mediante l’utilizzo di un kit commerciale. La misurazione 
dell’assorbanza dei campioni è stata operata mediante spettrofotometro (Microplate 
Reader 680 XR; Bio-Rad). I dati sono stati espressi in pg/mg di proteine. I dati 





Dopo la dissezione, la retina è stata immediatamente immersa in una soluzione 
fissante 4% di paraformaldeide in 0.1 M tampone fosfato (PB) a 4°C per 1 ora. Dopo 
la fissazione, la retina è stata immersa in una soluzione 25% saccarosio in 0,1M PB e 
conservata a 4°C. Per visualizzare i plessi capillari, la retina intera (whole mount) è 
stata incubata per 72 ore a 4°C con il Ig-G anti-CD31 (diluito 1:50 con 0,5% Triton 
X-100 in 0,1M PB). Dopo l’incubazione, la retina è stata sottoposta a lavaggi in 0.1M 
PB e incubata per 48 ore a 4°C con l’anticorpo secondario anti-ratto coniugato con il 
fluoroforo Alexa Fluor 488 (diluito 1:200 con 0,5% Triton X-100 in 0,1M PB). 
Ultimata l’incubazione, la retina è stata posta su un vetrino portaoggetto previamente 
gelatinato, ricoperta da un sottile strato di 0,1M PB-glicerolo (9:1) e coperta con un 
vetrino coprioggetto. Le immagini di immunofluorescenza sono state acquisite 
mediante il microscopio Eclipse E800 microscope (Nikon Europe, Amsterdam, The 
Netherlands) e raccolte DS-Fi1c camera (Nikon Europe) ad un ingrandimento 10x.  Il 
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contrasto e la luminosità delle immagini sono state aggiustate mediante un software 
per la preparazione delle immagini (Adobe Photoshop CS3; Adobe Systems, Inc., 
Mountain View, CA). L’analisi quantitativa sulle immagini è stata operata 
sovrapponendo le immagini acquisite per ricostruire la mappatura del plesso retinico. 
Ogni immagine è convertita in 2 x 2 pollici con una risoluzione di 600 pollici/pixel. 
Su tali immagini è stata operata la conta dei tuft (grovigli di vasi facilmente 
distinguibili) nel plesso retinico profondo e l’area da loro occupata insieme alla 
quantizzazione dell’aria avascolare mediante l’opzione d’analisi “freehand selection 
tool” di un ulteriore software per la  preparazione delle immagini (ImageJ; developed 
by Wayne Rasband, National Institutes of Health, Bethesda, MD; available at 
http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html) ed espressa come percentuale della media del 
rispettivo controllo trattato col veicolo. Il valore relativo ad un trattamento è 
derivante dall’analisi di 5 retine. 
 
 
2.11. Saggio di proliferazione delle cellule endoteliali 
 
HRMECs (1x104 cellule) sono state starvate con EBM-2 contenente 0.5% FBS per 18 
ore per inattivare la proliferazione cellulare e successivamente sono trattate con o 
senza VEGF (20 ng/ml) e 3 concentrazioni differenti di AKBA (1, 2.5 o 5 μM) per 24 
ore. Il reagente per la proliferazione cellulare WST-1, un substrato modificato di sali 
di tretrazolio, è ridotto in formazano (forma colorata) dalle cellule con metabolismo 
ossidoriduttivo attivo. L’assorbanza e dunque la vitalità e la proliferazione delle 
cellule è stata misurata mediante spettrofotometro Multiskan JX microplate reader 
(ELx 800, BIO-TEK instruments Inc, USA) a 450nm. Sono stati operati 3 
esperimenti ognuno dei quali con campioni in quadruplicato. I dati dei vari 





2.12. Saggio di migrazione delle cellule endoteliali 
 
HRMECs sono state coltivate fino a piena confluenza in piastre da 6 pozzetti 
previamente ricoperti da 0.1% gelatina e starvate con EBM-2 contenente 0.5% FBS 
per 18 ore.  Le cellule sono state dunque sollecitate con la punta delle pipette 
liberando una piccola area della superfice di ogni pozzetto.  Sono state dunque lavate 
con tampone fosfato salino (PBS) ed è stato aggiunto EBM-2 contenente 0,5% FBS 
con o senza 20 ng/ml VEGF e 1, 2.5 o 5 μM AKBA.  La migrazine delle cellule verso 
l’area liberata è stata registrata a 0,6 e 12 ore utilizzando un microscopio invertito a 
contrasto di fase (Zeiss, Oberkochen, Germany) ad un ingrandimento di 10x. I dati 




2.13. Saggio di formazione di tubi delle cellule 
endoteliali 
 
Il matrigel con fattori di crescita ridotti è stato pipettato e lasciato polimerizzare per 
45 minuti a 37°C all’interno di piastre da 96 pozzetti. Le HRMECs sono state starvate 
con EBM-2 contenente 0.5% FBS per 18 ore ed in seguito trattate con AKBA 1, 2.5 e 
5 μM per 30 minuti prima della semina in Matrigel. Le cellule sono state dunque 
poste sullo strato di matrigel (2x104 cellule per pozzetto) in 100 μL di EBM-2 
contenente 0.5% FBS. A questo volume è stato aggiunto 20 ng/ml di VEGF e 1, 2.5 o 
5 μM di AKBA. Dopo 8-12 ore di incubazione, le cellule sono state fotografate 
mediante un microscopio invertito (Zeiss, 100× magnification). La percentuale di 
area occupata dalle formazioni tubulari è stata calcolata mediante ImageJ. I dati 
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Tutti i dati sono stati analizzati con il test Shapiro-Wilk per verificare la loro 
distribuzione normale. La significatività statistica dei risultati è stata valutata 
mediante test ANOVA seguito dal post-test Newman-Keuls (Prism 4; GraphPad 













Le procedure impiegate sono state approvate dal Comitato Etico per la 
Sperimentazione Animale dell’Università di Pisa e impiegate secondo lo statuto della 
“Association for the Research in Vision and Opthtalmology” (ARVO) per l’uso di 
animali nella ricerca oftalmica e della visione, in accordo con le linee guida italiane 
per la tutela degli animali (DL 116/92) e le direttive EU (2010/63/EU).  
Gli esperimenti sono stati condotti su un totale di 35 topi neonati di entrambi i sessi 
appartenenti al ceppo C57BL/6J. I topi sono stati sacrificati al giorno post-natale 
(PND) 17 (peso corporeo 6.02 ± 0,55 g). Gli animali sono stati mantenuti in 
condizioni ambientali regolate (23 ± 1 °C, 50% ± 5% umidità) con un ciclo luce/buio 
di 12h con acqua e cibo ad libitum. In tutti gli esperimenti, gli animali sono stati 




2.2. Modello OIR 
 
I topi neonati sono stati posti, insieme alle madri allattanti, in una camera/incubatore 
ed esposti ad un’alta pressione d’ossigeno (75% ± 2%) da PND 7 a PND 12. 
L’ossigeno nella camera/incubatore è stato regolato 2 volte al giorno mediante un 
rilevatore specifico (Pro-Custom Elettronica, Milano, Italy).  Trascorso il periodo, i 
neonati sono stati riposti a pressione d’ossigeno atmosferico fino a PND 17 e dunque 
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sacrificati. Tutti gli esperimenti sono stati condotti circa alla stessa ora del giorno per 
escludere possibili influenze circadiane.  
 
2.3. Colture cellulari 
 
Gli studi in vitro sono stati operati mediante l’impiego di HRMECs (ACBRI-181, 
Applied Cell Biology Research Institute, Kirkland, WA). Le HRMECs sono state 
coltivate in endothelial basal medium – 2 (EBM-2) con 10% siero di feto bovino 
(FBS) e fattore di crescita endoteliale (EGM-2MV SingleQuot) a 37°C con un 
rapporto 95%:5% di aria e CO2 umidificata. 
 
 
2.4. Trattamenti farmacologici 
 
In letteratura è riportato un utilizzo di AKBA con dosi fino a 200 mg kg-1 per 
trattamenti in vivo su topi (ref). In questo studio, per gli esperimenti sul modello OIR, 
AKBA è stato somministrato mediante iniezioni sottocutanee a tre dosi: 5, 10 e 20 
mg kg-1. una volta al giorno da PND 12 a PND 16 o mediante iniezioni intravitreali 
operate con una microsiringa (NanoFil syringe; World Precision Instruments, 
Sarasota, FL) alla concentrazione 50 μM a PND 12 e PND 15 (1μl volume iniettato). 
I topi trattati non presentavano segni di sofferenza nè differenze di peso col gruppo di 
controlo. 
Negli studi in vitro, AKBA è stato impiegato a tre concentrazioni differenti, 1 μM, 
2.5  μM e 5 μM in accordo con precedenti studi sull’effetto di AKBA in colture di 
questo tipo (ref).  
AKBA è stato sciolto in un minimo volume di dimetil solfossido (DMSO) e diluito 
fino alla concentrazione finale con tampone citrato (in vivo) o nel terreno di coltura 
(in vitro). I controlli includono campioni non trattati o trattati con veicolo (1% 
58 
 
DMSO in vivo o 0,2% DMSO in vitro). In tutti gli esperimenti non sono stati riportate 
differenze tra i non trattati e i trattati con veicolo. 
 
2.5. Isolamento RNA e preparazione cDNA 
 
L’occhio è stato prelevato dall’animale e da esso è stata rapidamente isolata la retina. 
Questa è stata immediatamente congelata in azoto liquido e conservata a -80°C prima 
dell’analisi. L’RNA totale della retina è stato estratto (RNeasy Mini Kit; Qiagen), 
purificato e risospeso in acqua priva di RNasi. L’RNA estratto è stato quantificato 
mediante spettrofluorimetro (Qubit; Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA). Il 
cDNA è stato generato mediante la retrotrascrizione di 1 μg di RNA totale 
(QuantiTect Reverse Transcription Kit; Qiagen). 
 
 
2.6. Real-Time RT-PCR quantitativa 
 
La real-time RT-PCR quantitativa (QPCR) è stata operata impiegando SYBR Green 
PCR Kit (Qiagen). I primer sono stati ottenuti dalla Primer Bank (SHP-1 e VEGF; 
Wang and Seed 2003) o da RTPrimerDB (Rpl13a; Pattyn et al., 2003). Le sequenze 
dei primer sono riportate di seguito:  
 
SHP-1: forward 5’- GGACTTCTATGACCTGTACGGA -3’;  
 reverse 5’-GCTGCGTGTAATACTCGACCA -3’;  
 
VEGF:  forward 5’-GCACATAGGAGAGATGAGCTTCC-3’;  
reverse 5’-CTCCGCTCTGAACAAGGCT-3’;  
 
Rpl13a: forward 5’-CACTCTGGAGGAGAAACGGAAGG-3’;  
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reverse 5’GCAGGCATGAGGCAAACAGTC-3’.  
 
L’efficienza di amplificazione calcolata mediante il software Opticon Monitor 3 
(Bio-Rad Laboratories) è risultata essere vicina al 100% per ogni coppa di primer. 
Ogni target è stato amplificato simultaneamente con Rpl13a, un gene 
costitutivamente espresso codificante per una proteina ribosomiale appartenente alla 
subunità 60S. Rpl13a è stato considerato un housekeeping poichè è dimostrato essere 
assolutamente stabile in condizioni ipossiche nella retina. I campioni cono stati 
comparati mediante il metodo Ct (Livak and Schmittgen, 2001). L’incremento o il 
decremento dell’espressione è stato determinato in relazione al controllo dopo aver 
normalizzato i valori ottenuti per l’espressione di Rpl13a. Tutte le condizioni sono 
state testate in triplicato. I dati derivanti dai diversi esperimenti sono stati analizzati 
statisticamente e riportati nello stesso grafico. I risultati sono stati espressi come 
media ± errore standard (SE) di 5 campioni differenti sottoposti allo stesso 
trattamento (una retina per trattamento). 
 
 
2.7. Analisi Western Blot 
 
Le retine sono state sonicate in 200 ml di 10 mM Tris/HCl pH 7.6, contenente 5mM 
EDTA, 3 mM EGTA, 250 mM saccarosio, 4 mg/mL n-dodecyl-β-maltoside e un 
cocktail di inibitori delle fosfatasi e delle proteasi. L’omogenato retinico è stato 
centrifugato a 22,000 g per 15 minuti a 4°C. La concentrazione proteica nel 
sopranatante ricavato è stata determinata mediante l’utilizzo di uno spettrofluorimetro 
(Qubit; Life Technologies Corporation). Aliquote contenenti la stessa quantità di 
proteine (40 μg) sono state sottoposte ad SDS-PAGE. l gel derivanti sono stati 
sottoposti a transblotting  che determina il passaggio delle proteine separate in 
membrane di polivinilidenfluoruro (PVDF). Le membrane sono state, dunque, 
“bloccate” con una soluzione al 3% di latte per 1 ora a temperatura ambiente. Una 
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volta ultimato il bloccaggio, le membrane sono state incubate con una soluzione 
contenente l’anticorpo primario overnight a 4°C. Gli anticorpi primari utilizzati, 
diluiti in Tween Tris-Buffer Saline 1M (TTBS), sono: Ig-G anti-SHP-1 (diluizione 
1:500), Ig-G anti-pSTAT3 (diluizione 1:200), Ig-G anti-citocromo C (diluizione 
1:500), Ig-G anti-pVEGFR2 (diluizione 1:100), Ig-G anti-STAT3 (diluizione 1:200), 
Ig-G anti-VEGFR2 (1:200) e Ig-G anti-VEGF (diluizione 1:200). Dopo il periodo di 
incubazione dei primari la membrana è stata ulteriormente incubata per 1 ora a 
temperatura ambiente con l’anticorpo monoclonale anti-β actina (diluizione 1:2,500) 
utilizzato come controllo di caricamento. Le membrane sono, inseguito, incubate per 
2 ore a temperatura ambiente con l’anticorpo contro la porzione Fc del topo 
(diluizione 1:25,000) o del coniglio (diluizione 1:5,000) entrambi coniugati con la 
perossidasi di rafano (HRP). Mediante l’incubazione con i dovuti reagenti, la 
componente HRP del secondario sviluppa una chemiluminescenza rilevata mediante 
Chemidoc XRS+ (Bio-Rad). Le immagini ricavate sono state elaborate e analizzate 
mediante Lab 3.0 software (Bio-Rad). I dati di densità ottica (OD) delle bande 
corrispondenti alle proteine analizzate sono stati normalizzati per i valori di OD delle 
bande corrispondenti alla β actina o STAT3 secondo l’analisi effettuata. Dopo 
l’analisi statistica dei dati derivanti da 5 campioni per ogni trattamento (2 retine per 
campione), i dati sono stati mediati ed espressi come media ± errore standard. 
 
 
2.8. Attività di SHP-1 
 
Aliquote di sovranatante impiegate per l’analisi western blot, contenenti 100 μg di 
proteine ognuna, sono state trattate con 30 μL di proteina G agarosio (GE Healthcare) 
per 1 ora a 4°C per escludere legami aspecifici. I campioni, in seguito, sono stati 
incubati overnight con l’anticorpo anti-SHP-1. Passato il periodo di incubazione, i 
campioni sono stati incubati con proteina G agarosio per 2 ore a 4°C. 
L’immunoprecipitato è stato raccolto ed equilibrato in HEPES 20 mM pH 6.5 
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contenente cloruro di sodio 100mM, cloruro di magnesio 5mM e cloruro di 
manganese 5mM. Dopo l’aggiunta di nitrofenilfosfato 100mM e l’incubazione per 1 
ora a 37 °C, è stato misurato il coefficiente di estinzione a 405 nm (Microplate 
Reader 680 XR; Bio-Rad). L’attività di SHP-1 è stata espressa in OD/mg di proteina. 
Tutti gli esperimenti sono stati condotti in duplicato. Dopo analisi statistica, i dati 
sono stati mediati ed espressi come media ± errore standard.  
 
 
2.9. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
 
I livelli di VEGF sono stati misurati nei medesimi sovranatanti utilizzati per l’analisi 
con western blot mediante l’utilizzo di un kit commerciale. La misurazione 
dell’assorbanza dei campioni è stata operata mediante spettrofotometro (Microplate 
Reader 680 XR; Bio-Rad). I dati sono stati espressi in pg/mg di proteine. I dati 





Dopo la dissezione, la retina è stata immediatamente immersa in una soluzione 
fissante 4% di paraformaldeide in 0.1 M tampone fosfato (PB) a 4°C per 1 ora. Dopo 
la fissazione, la retina è stata immersa in una soluzione 25% saccarosio in 0,1M PB e 
conservata a 4°C. Per visualizzare i plessi capillari, la retina intera (whole mount) è 
stata incubata per 72 ore a 4°C con il Ig-G anti-CD31 (diluito 1:50 con 0,5% Triton 
X-100 in 0,1M PB). Dopo l’incubazione, la retina è stata sottoposta a lavaggi in 0.1M 
PB e incubata per 48 ore a 4°C con l’anticorpo secondario anti-ratto coniugato con il 
fluoroforo Alexa Fluor 488 (diluito 1:200 con 0,5% Triton X-100 in 0,1M PB). 
Ultimata l’incubazione, la retina è stata posta su un vetrino portaoggetto previamente 
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gelatinato, ricoperta da un sottile strato di 0,1M PB-glicerolo (9:1) e coperta con un 
vetrino coprioggetto. Le immagini di immunofluorescenza sono state acquisite 
mediante il microscopio Eclipse E800 microscope (Nikon Europe, Amsterdam, The 
Netherlands) e raccolte DS-Fi1c camera (Nikon Europe) ad un ingrandimento 10x.  Il 
contrasto e la luminosità delle immagini sono state aggiustate mediante un software 
per la preparazione delle immagini (Adobe Photoshop CS3; Adobe Systems, Inc., 
Mountain View, CA). L’analisi quantitativa sulle immagini è stata operata 
sovrapponendo le immagini acquisite per ricostruire la mappatura del plesso retinico. 
Ogni immagine è convertita in 2 x 2 pollici con una risoluzione di 600 pollici/pixel. 
Su tali immagini è stata operata la conta dei tuft (grovigli di vasi facilmente 
distinguibili) nel plesso retinico profondo e l’area da loro occupata insieme alla 
quantizzazione dell’aria avascolare mediante l’opzione d’analisi “freehand selection 
tool” di un ulteriore software per la  preparazione delle immagini (ImageJ; developed 
by Wayne Rasband, National Institutes of Health, Bethesda, MD; available at 
http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html) ed espressa come percentuale della media del 
rispettivo controllo trattato col veicolo. Il valore relativo ad un trattamento è 
derivante dall’analisi di 5 retine. 
 
 
2.11. Saggio di proliferazione delle cellule endoteliali 
 
HRMECs (1x104 cellule) sono state starvate con EBM-2 contenente 0.5% FBS per 18 
ore per inattivare la proliferazione cellulare e successivamente sono trattate con o 
senza VEGF (20 ng/ml) e 3 concentrazioni differenti di AKBA (1, 2.5 o 5 μM) per 24 
ore. Il reagente per la proliferazione cellulare WST-1, un substrato modificato di sali 
di tretrazolio, è ridotto in formazano (forma colorata) dalle cellule con metabolismo 
ossidoriduttivo attivo. L’assorbanza e dunque la vitalità e la proliferazione delle 
cellule è stata misurata mediante spettrofotometro Multiskan JX microplate reader 
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(ELx 800, BIO-TEK instruments Inc, USA) a 450nm. Sono stati operati 3 
esperimenti ognuno dei quali con campioni in quadruplicato. I dati dei vari 
esperimenti sono stati mediati ed espressi come media ± errore standard. 
 
 
2.12. Saggio di migrazione delle cellule endoteliali 
 
HRMECs sono state coltivate fino a piena confluenza in piastre da 6 pozzetti 
previamente ricoperti da 0.1% gelatina e starvate con EBM-2 contenente 0.5% FBS 
per 18 ore.  Le cellule sono state dunque sollecitate con la punta delle pipette 
liberando una piccola area della superfice di ogni pozzetto.  Sono state dunque lavate 
con tampone fosfato salino (PBS) ed è stato aggiunto EBM-2 contenente 0,5% FBS 
con o senza 20 ng/ml VEGF e 1, 2.5 o 5 μM AKBA.  La migrazine delle cellule verso 
l’area liberata è stata registrata a 0,6 e 12 ore utilizzando un microscopio invertito a 
contrasto di fase (Zeiss, Oberkochen, Germany) ad un ingrandimento di 10x. I dati 




2.13. Saggio di formazione di tubi delle cellule 
endoteliali 
 
Il matrigel con fattori di crescita ridotti è stato pipettato e lasciato polimerizzare per 
45 minuti a 37°C all’interno di piastre da 96 pozzetti. Le HRMECs sono state starvate 
con EBM-2 contenente 0.5% FBS per 18 ore ed in seguito trattate con AKBA 1, 2.5 e 
5 μM per 30 minuti prima della semina in Matrigel. Le cellule sono state dunque 
poste sullo strato di matrigel (2x104 cellule per pozzetto) in 100 μL di EBM-2 
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contenente 0.5% FBS. A questo volume è stato aggiunto 20 ng/ml di VEGF e 1, 2.5 o 
5 μM di AKBA. Dopo 8-12 ore di incubazione, le cellule sono state fotografate 
mediante un microscopio invertito (Zeiss, 100× magnification). La percentuale di 
area occupata dalle formazioni tubulari è stata calcolata mediante ImageJ. I dati 





Tutti i dati sono stati analizzati con il test Shapiro-Wilk per verificare la loro 
distribuzione normale. La significatività statistica dei risultati è stata valutata 
mediante test ANOVA seguito dal post-test Newman-Keuls (Prism 4; GraphPad 









3.1 AKBA promuove l’attivazione di SHP-1 e riduce la 
fosforilazione di STAT3 in retine di topi OIR 
 
Come dimostrato da differenti studi, la retina è in gradi di esprimere SHP-1 e STAT3. 
Viste le potenzialità di AKBA nella regolazione dell’attività di questi fattori cellulari, 
gli esperimenti eseguiti sono mirati a testare l’effetto di AKBA a dosi differenti (5, 10 
e 20 mg kg-1) su tali fattori in vivo su modelli OIR.  
Come previsto, l’ipossia non induce variazioni dei livelli di mRNA di SHP-1 (Fig. 
10A) né tanto meno di proteina espressa (Fig. 10B). L’attività di SHP-1 si dimostra 
invariata in condizioni ipossiche (Fig. 10C). Il trattamento con AKBA induce un 
aumento d’espressione e di attività di SHP-1 con massima risposta alla dose di 10 mg  
Figura 10. Effetto della somministrazione sottocutanea di AKBA sull'espressione e l'attività di SHP-1 in 
retine di topi OIR. (A) I livelli dell’mRNA di SHP-1 sono stati quantificati mediante QPCR e i dati sono 
analizzati con i metodo Ct utilizzando come standard interno Rpl13a. (B) I livelli di proteina SHP-1 sono 
stati valutati mediante tecnica del Western Blot e analisi densitometrica utilizzando come controllo di 
caricamento la β-actina. (C) L’attvità di SHP-1 è stata valutata mediante un saggio colorimetrico.  I valori 








Come mostrato nella Fig. 11, l’ipossia induce un aumento dell’espressione e della 
fosforilazione di STAT3 rispetto al controllo normossico in accordo con diversi altri 
studi.  
Il trattamento con AKBA a tutte le dosi di impiego non determina una significativa 
differenza di espressione di STAT3 rispetto al normossico non trattato col farmaco né 
tantomeno rispetto all’ipossico trattato con veicolo (Fig.11A). Il trattamento con 
AKBA induce, però, una diminuzione dose-dipendente dei livelli di sfosforilazione di 
STAT3. La dose 5 mg kg-1 ripristina pSTAT3 ai livelli di controllo e presenta un 
massimo effetto inibitore alla dose 10 mg kg-1 dove si evince un abbassamento di 
circa il 40% rispetto al controllo normossico (Fig.11B).    
 
Figura 11. Effetto della somministrazione sottocutanea di AKBA sull'espressione e la 
fosforilazione di STAT3 in retine di topi OIR. L'espressione (A) e la fosforilazione (B) di STAT3 
sono stati determinati mediante Western Blot ed analisi densitometrica. L'espressione di STAT3 è 
stata normalizzata rispetto all’espressione della β-actina, controllo di caricamento, mentre i livelli 
di pSTAT3 sono rapportati ai relativi livelli di STAT3. I valori sono stati espressi come 
media±errore standard (n=5). *p < 0.05 e **p < 0.001 in relazione al controllo. §p < 0.01 e §§p < 
0.001 in relazione al controllo con veicolo. 
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3.2. AKBA riduce i livelli di VEGF ed inibisce la 
fosforilazione di VEGFR2 nella retina di topi OIR. 
 
Come riportato nell’introduzione, una delle vie deputate al controllo dell’espressione 
di VEGF è mediata da STAT3. Per tale motivo, alla luce della diminuzione dei livelli 
Figura 12. Effetto della somministrazione sottocutanea di AKBA sull'espressione del VEGF e sulla 
fosforilazione di VEGFR2 in retine di topi OIR. (A) I livelli di mRNA del VEGF sono stati testati 
mediante QPCR. I dati sono stati analizzati mediante il metodo Ct con l’utilizzo di Rpl13a come 
standard interno. (B) I livelli proteici di VEGF sono stati valutati mediante Western Blot ed analisi 
densitometrica. I livelli di proteina sono stati normalizzati per l’espressione della β-actina, controllo di 
caricamento. (C) I livelli proteici di VEGF sono stati valutati anche mediante ELISA. (D) I livelli 
proteici di VEGFR2 e pVEGFR2 sono stati valutati mediante Western Blot e analisi densitometrica. I 
livelli di VEGFR2 sono stati normalizzati per l’espressione della β-actina mentre i livelli di pVEGFR2 
sono stati rapportati ai livelli di espressione del corrispettivo non fosforilato. I valori sono stati espressi 
come media±errore standard (n=5). *p < 0.05l, **p < 0.001 e **p < 0.001 in relazione al controllo. §p < 
0.01, §§p < 0.001 e §§§p < 0.001 in relazione al controllo con veicolo. 
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di fosforilazione e dunque di attivazione di STAT3 ad opera di AKBA, sono stati 
analizzati gli effetti di tale farmaco sull’espressione del VEGF e sulla fosforilazione 
di VEGFR2.  
In accordo con diversi studi, i livelli di VEGF sono aumentati in condizioni di 
ipossia. Si rivelano, infatti, aumentati i livelli di mRNA trascritto (Fig. 12 A) come 
della proteina espressa (Fig.12 B e C). In condizioni ipossiche anche la fosforilazione 
di VEGFR2 risulta aumentata rispetto al controllo normossico. 
 Il trattamento con AKBA determina una diminuzione dei livelli di VEGF (mRNA e 
proteina) dose dipendente con massimo effetto alla dose 10 mg kg-1.  
Anche l’attivazione del recettore VEGFR2 risulta inibita. Il trattamento con 10 mg 
kg-1 di AKBA, infatti, produce una significativa diminuzione della fosforilazione di 
tale recettore (Fig. 12D).  
 
 
3.3. AKBA diminuisce la neovascolarizzazione in retine 
di topi OIR 
 
L’effetto di AKBA sulla formazione di nuovi vasi è stato testato analizzando il plesso 
vascolare retinico superiore mediante tecniche di immunoistochimica con la 
marcatura dell’antigene CD31, usato comunemente come marcatore delle cellule 
endoteliali dei vasi, in retine intere (whole mount). AKBA è stato somministrato per 
via sottocutanea alla dose di 10 mg kg-1 (scelta alla luce dei risultati precedenti) o per 
via intravitreale alla dose precedentemente indicata.  
Il trattamento col veicolo non determina variazioni del quadro angiografico del plesso 
superiore tipico del modello OIR. Sono, infatti, visibili numerosi grovigli di vasi 
aberranti (tuft) e un’ampia area avascolare nella retina centrale (Fig.13 A). 
La somministrazione sottocutanea di AKBA (Fig.13B) non determina variazioni 
significative dell’area priva di vasi nella retina centrale (Fig.13D), mentre determina 
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una diminuizione di circa il 40% dell’area dei tuft (Fig.13E). Un risultato simile è 
stato ottenuto in seguito alla somministrazione intravitrale di AKBA (Fig.13C). 
Anche in questo caso, l’estensione dell’area avascolare non è significativamente 
differente dal controllo con veicolo (Fig.13D), ma si osserva una netta diminuzione 
dell’area dei tuft (Fig.13E). Gli effetti di AKBA, dunque, non variano al variare delle 
modalità di somministrazione (sottocutanea e intravitreale). 
 
Figura 13. Immagini rappresentative di retine intere di topi OIR a PND 17 marcate con anticorpo 
monoclonale anti-CD31. Gli animali hanno ricevuto un trattamento con veicolo (A), una iniezione 
sottocutanea (s.c.) di AKBA 10 mg kg-1dose-1 una volta al giorno da PND 12 a PND 16 (B) o una 
iniezione intravitreale di AKBA 50μM a PND 12 e una a PND 15. La marcatura palesa il plesso 
vascolare superiore della retina. Le frecce indicano i grovigli di vasi aberranti definiti “tuft”. Barra di 
calibrazione =1mm. L’estensione dell’area occupata  dai tuft (D) e dell’area avascolare (E) è stata 
calcolata quantitativamente tramite analisi dell’immagine operata con un software di elaborazione 
delle immagini. I valori sono stati espressi come media±errore standard (n=5). *p < 0.05 e **p < 0.001 









In molti contesti è riportato che il trattamento con AKBA stimola la genesi di segnali 
pro-apoptotici  che in questo caso porterebbero a sofferenza neuronale e alla 
degenerazione dell’organo. Per tale motivo è stato scelto di valutare l’espressione di 
un marcatore della via intrinseca della morte cellulare programmata quale il 
citocromo c in retine OIR trattate con AKBA alle dosi impiegate.  
I risultati dimostrano che nelle retine OIR è presente un forte incremento 
dell’espressione del citocromo c rispetto ai controlli normossici come atteso.  
La somministrazione di AKBA alla dose di 10 mg kg-1 non determina variazioni dei 
livelli di citocromo c, in retine OIR rispetto ai non trattati, come nei normossici 
rispetto ai non trattati (Fig.14). Risultati simili sono stati ottenuti anche in seguito ad 
iniezioni intravitreali di AKBA (risultati non mostrati). 
Figura 14. Effetto dell'iniezione 
sottocutanea di AKBA 10 mg kg-1dose-1 una 
volta al giorno da PND 12 a PND 16 
sull’espressione del citocromo c in retine 
normossiche e OIR. I livelli di proteina 
sono stati valutati mediante Western Blot e 
analisi densitometrica. I valori sono stati 
normalizzati per l’espressione della β-
actina, controllo di caricamento. I valori 
sono stati espressi come media±errore 






3.6.  AKBA inibisce la proliferazione, la migrazione e la 




Con l’obbiettivo di determinare se l’effetto di AKBA sulla neovascolarizzazione sia 
dovuto anche ad un decremento delle risposte proliferative dei vasi, è stato testato 
l’effetto di questa molecola in un modello di neoangiogenesi in vitro con l’utilizzo di 
HRMECs.  
Come mostrato in Fig. 15 A, AKBA non influisce sulla proliferazione delle cellule 
non trattate con fattori di crescita. Come atteso, il trattamento con 20 ng/ml VEGF 
causa un aumento della proliferazione cellulare.  
Il trattamento con AKBA 1, 2.5, o 5 μM riduce l’incremento della proliferazione 
cellulare indotto dal VEGF, anche se solo alla concentrazione di 5 μM si ha un effetto 
statisticamente significativo.  
È stato testato, inoltre, l’effetto di AKBA sulla motilità cellulare delle HRMECs, 
aspetto altrettanto critico nel processo angiogenico. Dopo 6 ore di incubazione con 20 
ng/ml VEGF, il test “wound healing” mostra una significativa attivazione della 
motilità delle HRMECs. 
 In seguito al trattamento con 5 μM AKBA, l’area “risanata” risulta essere molto 
minore rispetto al controllo non trattato e al controllo trattato con veicolo. Lo stesso 
effetto si evince  dall’analisi dell’area risanata dopo 12 ore di incubazione. Non si 








Un fattore chiave nel processo di angiogenesi, come menzionato in precedenza, è la 
formazione di tubi da parte delle cellule endoteliali dei vasi strettamente dipendente 
dalla motilità cellulare e dalla proliferazione, testate precedentemente. 
 Per tale motivo, è stato analizzato l’effetto del trattamento con AKBA anche in 
questa fase del meccanismo di formazione di nuovi vasi in condizioni basali e in 
presenza di VEGF.  
Come mostrato in Fig. 16, HRMEC in coltura tendono a formare strutture tubulari, 
tendenza che aumenta, come atteso,  in seguito al trattamento con 20 ng/ml di VEGF. 
Il trattamento con AKBA 1μM e 2.5 μM non determina variazioni significative nella 
percentuale di area occupata dalle strutture tubolari rispetto al controllo trattato con 
 
 
Figura 15. Effetto di AKBA 
sulla proliferazione e sulla 
migrazione delle HRMECs. Le 
cellule sono state trattate con 1, 
2.5, 5 μM AKBA in presenza o 
assenza di 20 ng/ml VEGF. (A) 
La proliferazione delle cellule è 
valutata mediante saggio WST-
1. (B) La migrazione cellulare è 
espressa come percentuale di 
area risanata. I valori sono 
ricavati dall’analisi dell’area 
risanata a 6 e 12 ore dalla 
creazione della “ferita”. I 
valori sono rappresentati come 
media±errore standard (n=3). 
*p < 0.05 e **p < 0.001 in 
relazione al controllo col 
veicolo. §p < 0.01, §§p < 0.001 in 
relazione al trattato con VEGF. 
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veicolo in assenza assenza di VEGF. Il trattamento con AKBA 5 μM produce un 
decremento significativo della tubulogenesi basale delle HRMEC. In presenza di 
VEGF, il trattamento con AKBA 1μM non determina variazioni significative rispetto 
al controllo mentre le cellule trattate con AKBA 2.5 μM e 5 μM mostrano una 
tubulogenesi significativamente inferiore al controllo. 
Figura 16. Effetto di AKBA sulla formazione tubi da parte delle HRMEC in coltura. Le cellule sono 
state trattate con AKBA 1, 2.5, 5 μM in presenza o assenza di 20 ng/ml VEGF. La tubulogenesi operata 
dalle HRMECs in coltura è stata analizzata mediante l’impiego del saggio di coltura su Matrigel. Nella 
parte superiore, le figure sono rappresentative della tendenza delle cellule endoteliali a dare luogo a 
strutture tubulari la quale varia col variare del trattamento a cui sono sottoposte. Nella parte inferiore 
del pannello, il grafico riporta i valori  riferiti all’area occupata dalle strutture tubulari per ogni 
trattamento, calcolati mediante l’utilizzo di un software di elaborazione delle immagini. I valori sono 
stati espressi come media±errore standard (n=3). *p < 0.001 rispetto al controllo trattato con veicolo. §p 













Le retinopatie proliferative rappresentano la causa più frequente di perdita della 
funzionalità visiva in soggetti di qualsiasi età. Ad oggi, le strategie terapeutiche 
impiegate nel trattamento di questa classe di malattie, siano esse chirurgiche o 
farmacologiche, sono limitate da seri effetti collaterali che abbassano l’efficienza del 
trattamento e stimolano la ricerca di ulteriori proposte terapeutiche sperimentali.  
In questo lavoro è stato testato l’effetto di AKBA, un BA contenuto nell’estratto di 
resina di Boswellia serrata classicamente impiegata nella medicina Ayurvedica, nel 
trattamento di modelli sperimentali di retinopatie proliferative.  
I risultati dimostrano che AKBA è un potente inibitore della neoangiogenesi retinica 
ipossia-indotta. È stato dimostrato, infatti, che AKBA inibisce la produzione di fattori 
proangiogenici e la proliferazione, la migrazione e la formazione di tubi da parte 
delle cellule endoteliali vascolari della retina. Questo studio, inoltre, chiarisce e 




4.1. AKBA agisce in maniera diretta sulla retina e non 
determina l’attivazione della via intrinseca dell’apoptosi 
alle dosi impiegate. 
 
Come descritto nell’introduzione, AKBA è un triterpene pentaciclico che, per le 
caratteristiche molecolari, presenta una alta liposolubilità. Questo determina la 
possibilità che questa molecola diffonda facilmente, attraverso la BRB, nella retina 
rispetto altri principi attivi utilizzati per il trattamento delle retinopatie proliferative. 
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Ciò potrebbe spiegare l’efficienza di trattamento di AKBA anche a dosi relativamente 
basse. 
 La possibilità di somministrazione sistemica di AKBA introduce, però, il dubbio che 
tale molecola possa essere in qualche modo modificata da processi metabolici 
estranei alla retina e/o possa determinare modificazioni della risposta vascolare 
dell’organo mediante meccanismi d’azione indiretti. Come riportato nei risultati di 
questo studio, il trattamento di topi OIR per iniezione sottocutanea di AKBA non 
esibisce differenze significative del quadro angiografico rispetto al trattamento con 
iniezioni intravitreali. Questo permette di affermare che AKBA, se sommistrato per 
via sistemica, non subisce modificazioni che ne alterano la funzionalità ed agisce in 
maniera diretta sulla retina. 
In letteratura, molti lavori caratterizzano AKBA come un efficiente molecola ad 
azione anti-tumorale (Kunnumakkara et al., 2009, Park et al., 2011a). L’azione anti-
tumorale di AKBA, in vitro su diversi tipi di linee cellulari tumorali come in modelli 
in vivo, si espleta mediante l’inibizione della proliferazione, della migrazione 
cellulare, della formazione di vasi ma anche inducendo l’attivazione dei meccanismi 
di morte cellulare programmata . È stato appurato, infatti, che il trattamento con 
AKBA di modelli in vitro ed in vivo di carcinoma peritoneale ascitico induce 
l’attivazione della via apoptotica intrinseca promuovendo il rilascio e l’aumento dei 
livelli citoplasmatici di citocromo c (Chashoo et al., 2011). AKBA, è stato visto, 
essere in grado di attivare,allo stesso modo, la via estrinseca dell’apoptosi 
promuovendo l’attivazione Fas/FasL-indipendente della caspasi 8 (Liu et al., 2002). 
Noto ciò, è necessario definire gli eventuali effetti apoptotici di AKBA nella retina 
che potrebbero determinare un grosso limite nella terapia proposta. A tal proposito, 
questo studio dimostra che le dosi utilizzate nel trattamento con AKBA dei modelli in 
vivo  non determinano variazioni dei livelli citoplasmatici di citocromo c. Questa 
misura permette di escludere, quindi, l’attivazione mediata da AKBA della via 
intrinseca dell’apoptosi.  
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In maniera indiretta però, sembrerebbe lecito supporre che, data la transattivazione 
della via intrinseca ad opera della forma attiva della caspasi 8, la valutazione del 
citocromo c operata in questo studio possa indicare che anche la via estrinseca, alle 
dosi impiegate, non risulta attivata.  
Anche negli esperimenti in vitro la vitalità delle cellule non risulta essere alterata in 
seguito al trattamento con le dosi impiegate di AKBA. Questo è dimostrato dal 
saggio con WST-1 che, essendo basato sulla misura del potere ossidoriduttivo delle 
cellule, oltre ad una misura della proliferazione cellulare, fornisce una stima della 
vitalità delle cellule trattate.  
 
 
4.2. Meccanismo d’azione di AKBA. 
 
La neoangiogenesi ipossia-indotta sembrerebbe essere, in accordo con numerosi 
studi, la causa principale dello sconvolgimento cronico della funzionalità retinica 
nelle retinopatie proliferative (Osborne et al., 2004). In questo meccanismo 
patogenetico, ancora in fase di studio, sembrerebbero giocare un ruolo chiave la 
stabilizzazione di HIF e la stretta correlazione funzionale tra quest’ultimo e STAT3 
(Cervia et al., 2008b). In condizioni ipossiche, il “dialogo” e l’integrazione 
dell’attività di questi due fattori sembrerebbe promuovere l’eccessivo aumento dei 
livelli di VEGF intraoculari che genera le anomalie vascolari che caratterizzano 
queste malattie retiniche (Mei et al., 2012).  
Il ruolo centrale e l’importanza, in particolare, dell’attività di STAT3 in questo 
meccanismo patogenetico, è stato sottolineato da diversi studi che dimostrano come  
l’inibizione dell’attività di questo fattore dia luogo alla diminuzione dei livelli di 
VEGF e la diminuzione delle aberrazioni vascolari tipiche delle retinopatie 
proliferative. A tal proposito, è stato supposto che la somministrazione di AKBA,  
alla luce degli esperimenti su linee cellulari di mieloma multiplo dove ha mostrato un 
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effetto inibitorio sull’attività di STAT3, possa essere efficiente nel contrastare il 
meccanismo di sovraespressione di VEGF indotto dall’ipossia (Mei et al., 2012).  
Il presente studio dimostra che, anche in retine di topi OIR, AKBA determina la 
diminuzione dell’attività di STAT3 non influendo sui livelli di espressione di questo 
fattore, che si presentano comunque più alti che in condizioni fisiologiche anche in 
seguito al trattamento, ma determinandone una diminuzione della fosforilazione. In 
accordo con gli studi sulle linee cellulari tumorali, i risultati dimostrano inoltre che 
AKBA agisce indirettamente  sull’attività di STAT3 promuovendo l’aumento dei 
livelli e dell’attività di  SHP-1, fosfatasi riconosciuta come uno tra i principali 
regolatori fisiologici della funzione di questo fattore di trascrizione. Promuovendo 
l’attività fosfatasica di SHP-1, AKBA inibisce la formazione del dimero di STAT3 
diminuendo l’attività trascrizionale di molti geni attivati da questo fattore tra cui vegf. 
Questa ipotesi è avvalorata da studi che dimostrano come il trattamento con AKBA 
perde l’effetto inibitorio sull’attività di STAT3 se SHP-1 è silenziato. 
Con il supporto di evidenze sperimentali derivanti da diversi studi, si può affermare, 
dunque, che SHP-1 rappresenterebbe il target principale di AKBA tramite il quale 
quest’ultimo espleta la propria funzione inibitoria su STAT3 causando un forte  




4.3. AKBA determina la diminuzione dello stimolo 
neoangiogenico tipico delle retinopatie proliferative. 
 
L’inibizione dell’attività di STAT3 ad opera di AKBA determina la perturbazione del 
meccanismo di neoangiogenesi anomala indotto dall’ipossia nella retina. Questo è 
probabilmente legato all’interferenza di AKBA sul “dialogo” tra HIF e STAT3, 
necessario per la sovraespressione di fattori proangiogenici in condizioni ipossiche. 
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La modulazione reciproca dell’attività di questi due fattori fa supporre che la 
diminuzione dell’attività di STAT3 mediata da AKBA determina, probabilmente, 
anche la diminuzione dell’attività di HIF. Il decremento della funzione responsiva 
all’ipossia di questi fattori determina la diminuzione dell’espressione di fattori 
proangiogenici coinvolti nella genesi delle anomalie vascolari, il più celebre dei quali 
è riconosciuto essere il VEGF. Come dimostrano i dati di questo lavoro infatti, la 
somministrazione di AKBA determina un forte decremento dei livelli di VEGF in 
retine di topi OIR a causa della diminuzione della trascrizione del gene attivata 
proprio dalle forme attive di HIF e STAT3. 
La diminuzione dei livelli di VEGF nella retina in seguito alla somministrazione di 
AKBA produce, come dimostrato dai risultati di questo lavoro, la diminuzione della 
fosforilazione e dell’attivazione del recettore VEGFR2 in retine OIR. L’inibizione 
dell’attività di VEGFR2 determinata da AKBA supporta la tesi di un azione inibitoria 
dello stimolo neoangiogenico a monte della rete di segnalazione stimolata dal legame 
del VEGF al proprio recettore.  
L’efficienza di AKBA nella diminuzione dei livelli di VEGF e il conseguente 
decremento dell’attività della via di segnalazione VEGF/VEGFR2 nel comparto 
vascolare determina la diminuzione delle anomalie vascolari tipiche delle retinopatie 
proliferative. La somministrazione di AKBA, come dimostrano i risultati, produce 
delle significative modifiche al quadro angiografico tipico delle retine OIR generando 
un decremento dell’area occupata dai grovigli di vasi aberranti nel plesso vascolare 
retinico superficiale indice di diminuzione della proliferazione dei vasi. Oltre che per 
l’aspetto proliferativo delle aberrazioni vascolari, la diminuzione dei livelli di VEGF 
è probabilmente efficiente anche nel recupero della funzionalità dei vasi. È noto che 
il VEGF sia un importante regolatore della funzione della BRB poiché ne regola la 
permeabilità promuovendo la diminuzione dell’espressione delle occludine (Wang et 
al., 2014). Per tale motivo, l’eccessivo aumento dell’espressione del VEGF e la 
conseguente sovrastimolazione della rete di segnalazione VEGF/VEGFR2 sono stati 
riconosciuti come alcuni tra i fattori principali nella perdita di funzionalità della BRB 
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e la produzione di stravasi (Erickson et al., 2007). É plausibile supporre, dunque, 
visto l’effetto di AKBA sui livelli di VEGF, che questo fattore possa essere in grado 
di determinare un miglioramento della funzionalità della BRB e quindi della funzione 
vascolare. 
 L’inibizione della neovascolarizzazione anomala insieme al probabile miglioramento 
della funzione vascolare determinati da AKBA, fanno di questo trattamento un 
interessante strategia terapeutica per contrastare gli effetti delle anomalie vascolari 
nelle retinopatie proliferative.  
 
 
4.4.  Bersagli cellulari di AKBA nella retina 
 
STAT3 come SHP-1 sono costitutivamente espressi in differenti tipi cellulari 
appartenenti alla componente nervosa e vascolare della retina (Arjamaa and 
Nikinmaa, 2006, Wong et al., 2014). Questo determina la possibilità che AKBA 
possa esercitare il suo effetto su diversi bersagli cellulari nella retina con risposte 
probabilmente diverse.  
Studi sulla produzione di VEGF in condizioni di ipossia hanno dimostrato che le 
cellule principalemte coinvolte nell’aumento dei livelli di VEGF appartengono alla 
neuroretina. Cellule bipolari, ganglionari, fotorecettori sono in grado di produrre 
VEGF se sottoposte a condizioni ipossiche ma è stato appurato che i principali 
responsabili della sovraespressione di VEGF ipossia-indotta  sono le cellule di Mϋller 
e gli astrociti (Bai et al., 2009, Cervia et al., 2012). 
 La diminuzione dei livelli di VEGF in seguito al trattamento con AKBA fa 
ipotizzare, dunque, che questa molecola agisca principalmente su questi tipi cellulari 
col meccanismo precedentemente descritto limitando, così, l’attivazione patologica 
della proliferazione, della migrazione e della tubulogenesi VEGF-indotta nelle cellule 
endoteliali dei vasi retinici. 
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Secondo i dati di questo lavoro, AKBA riconosce come bersaglio anche il comparto 
vascolare interferendo con la risposta endoteliale allo stimolo neoangiogenico 
derivante dalla componente nervosa. In particolare, è possibile distinguere due effetti 
differenti di AKBA sull’endotelio. Le HRMEC, in condizioni di “starvazione”, 
posseggono un attività basale di migrazione e formazione di tubi anche se non 
attivate dal VEGF. Il trattamento con AKBA induce la diminuzione di tale attività 
non influendo però sulla vitalità delle cellule. L’attività diretta di AKBA sulle cellule 
endoteliali è strettamente dipendente dal fatto che, come le cellule nervose e gliali 
della neuroretina, anch’esse esprimono SHP-1 e STAT3. Come appurato da studi su 
linee cellulari tumorali dove è stato riconosciuto tra i fattori principali nell’attivazione 
della migrazione cellulare (Zhang et al., 2015), probabilmente anche nelle cellule 
endoteliali STAT3 è coinvolto nell’attivazione della motilità basale per determinare 
la formazione di strutture tubulari. L’azione inibitoria sull’attività di STAT3, dunque, 
potrebbe essere la causa della diminuzione della motilità e della tubulogenesi delle 
cellule trattate con AKBA, giustificando così l’effetto inibitorio del trattamento anche 
in assenza di attivazione VEGF-indotta.  
La presenza di VEGF induce, nelle cellule endoteliali, l’attivazione della classica 
risposta allo stimolo neoangiogenico dando luogo all’attivazione della proliferazione 
e all’aumento dell’ attività migratoria e tubulogenetica.  Questi eventi sono 
indispensabili per la formazione di nuovi vasi in condizioni fisiologiche come in 
quelle patologiche. Le HRMEC trattate con AKBA in presenza di VEGF presentano 
un decremento della risposta neoangiogenica. AKBA induce, infatti, la diminuzione 
della proliferazione e un più marcato decremento della motilità cellulare e della 
formazione di tubi. Data questa evidenza sperimentale, è possibile affermare che 
AKBA è in grado di interferire anche sulla segnalazione intracellulare stimolata dal 
legame VEGF/VEGFR.  È noto che l’attivazione della risposta neoangiogenica 
indotta dal VEGF nelle cellule endoteliali è strettamente dipendente dall’attività di 
STAT3 in vitro come in vivo (Dal Monte et al., 2013, Li et al., 2014, Kim et al., 
2015). Inoltre, è riconosciuto che tra i vari tipi cellulari della retina, anche le cellule 
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endoteliali dei vasi sono in grado di produrre VEGF il quale, in maniera paracrina, 
concorre ad una parte della risposta vascolare. Tale produzione di VEGF è, 
anch’essa, strettamente dipendente dall’attività di STAT3 (Dal Monte et al., 2011). 
Considerando queste due evidenze sperimentali, è possibile supporre che AKBA 
possa produrre, con un meccanismo non del tutto noto,  un decremento dell’attività 
trasduzionale della via di segnalazione VEGF/VEGFR nelle cellule endoteliali 
tramite l’inibizione dell’attività di STAT3. Tale inibizione, nelle cellule endoteliali, 
sembrerebbe inibire, proprio come nel comparto nervoso della retina, la produzione 








AKBA rappresenta una proposta sperimentale valida per il trattamento delle 
retinopatie proliferative poiché è dimostrato  essere in grado di diminuire la risposta 
neoangiogenica tipica di questa classe di malattie. 
L’azione di AKBA a monte della produzione di fattori proangiogenici mediata dalla 
segnalazione HIF/STAT3, potrebbe eliminare gli effetti collaterali tipici di molti 
agenti anti-VEGF causati dall’eccessiva diminuzione del VEGF permettendo 
comunque il mantenimento dell’attività basale fisiologica di questo importante fattore 
di crescita.  
La liposolubilità di AKBA che determina un’alta biodisponibilità del farmaco alla 
retina e, quindi,  l’azione di questo farmaco anche a concentrazioni relativamente 
basse, determinerebbe un aumento dell’efficienza della terapia e la possibilità di 
diminuzione della frequenza del trattamento, problema che affligge molto spesso 
diverse terapie anti-VEGF. 
AKBA è ad oggi stato impiegato per il trattamento di stati patologici umani mediante 
somministrazione per via orale. In questo studio è dimostrato che l’effetto di AKBA 
non è influenzato da meccanismi sistemici e agisce direttamente sulla retina. Questi 
due aspetti determinano la possibilità di impiego di AKBA come farmaco nutracetico 
potendo, in questo modo, eliminare le limitazioni di frequenza di trattamento e gli 
effetti collaterali tipici dei trattamenti intravitreali. 
Come menzionato nell’introduzione, AKBA , oltre che agente antiangiogenico, è 
considerato una molecola a funzione antinfiammatoria e antiossidante. 
L’infiammazione e lo stress ossidativo sono due caratteristiche peculiari delle 
retinopatie proliferative  che favoriscono la progressione della malattia. È, quindi, 
ragionevole supporre che l’effetto di questa molecola nel trattamento delle retinopatie 
proliferative possa dipendere dall’integrazione della sua funzione antiossidante, 
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antinfiammatoria e antiangiogenica. Per tale motivo è necessario approfondire lo 
studio sul meccanismo d’azione di AKBA e sul suo effetto sui vari fattori 
patofisiologici delle retinopatie proliferative con lo scopo di valutare le potenzialità 
reali di questo farmaco e, mediante l’interferenza proprio con questa molecola, 
comprendere sempre meglio i meccanismi che stanno dietro il quadro fisiopatologico 
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